Caracterização genética do vírus da imunodeficiência humana do tipo 1 (HIV - 1), na zona de influência do hospital geral de Santo António, S.A. by Correia, Cristina Maria Bacelar de Oliveira
 	



 		 

 	









	
		
	 	

 	
	





		  	  
    	
 
  
 	
      	
   		
 

 
  
 !"#$% &'
 	
  	
 
    	
 
 " 	
 (	
 
 ) 	

*+ '
) ,*,









-

	

	
 
(  	
  	



-	. 	
  	
. 
	  


/,
 
0  
	 
	. 	

1 
 %	  
	

2 
3  		
/



   . 
4556

    
II 
 
 
Agradecimentos 
 
Um especial agradecimento à Drª Luciana Pinho por me ter proposto este tema para a 
tese de mestrado e, acima de tudo, por toda a ajuda, paciência e carinho dados não só 
durante a execução prática da tese, como também no desenvolvimento desta. Jamais 
esquecerei a oportunidade dada ao iniciar trabalho nesta área. 
Ao Prof. Doutor José Manuel Cabeda, orientador da tese, pela paciência, tempo 
dispendido e principalmente pela ajuda durante a escrita da tese.  
Ao Dr. Pinto Ribeiro, director do serviço de Hematologia Clínica, por ter possibilitado a 
execução deste trabalho. 
Aos meus colegas e ex-colegas de trabalho, Alexandra, Ana, Sandra, Paulo, João, 
Mónica, Maria Luís e etc, que me apoiaram e, principalmente, me aturaram nos maus e 
bons momentos. 
Um agradecimento especial aos meus amigos Maria João, Miguel, Diana e Sandra. 
E claro, não poderei esquecer os meus pais, a minha irmã e restante família próxima, 
que não vou enumerar (eles sabem quem são). 
Ainda tinha mais pessoas a quem agradecer... Mas, fico por aqui. Às vezes até mesmo 
uma palavra de alguém que surge na nossa vida por alguns “segundos” pode, sem saber, 
nos ajudar a findar um capítulo. 
 
Muito obrigada a todos, quer aos mencionados, quer aos não mencionados.  
    
III 
 
Título 
Caracterização genética do vírus da imunodeficiência humana do tipo 1 (HIV-1), na 
zona de influência do Hospital Geral de Santo António, S.A. 
 
 Resumo da Tese 
Neste estudo, procedeu-se à caracterização genética de amostras de pacientes infectados 
com HIV-1, sob tratamento com drogas anti-retrovíricas e seguidos no Hospital Geral 
de Santo António, Porto. A genotipagem destas amostras foi realizada recorrendo a dois 
sistemas comerciais ViroSeqTM HIV-1 Genotyping System version 2.0 (Applied 
Biosystems, Foster City, Calif.) e Trugene HIV-1 Genotyping Kit / OpenGene DNA 
Sequencing System (Bayer Healthcare, USA). 
Dos 95 pacientes subtipados, 72.6% (69 pacientes) estavam infectados por HIV-1 
subtipo B, o subtipo predominante na Europa, estando os restantes infectados por 
subtipos não-B. O subtipo C foi identificado em 4 pacientes. Também foram 
encontrados pacientes infectados pelo HIV-1 subtipo F (1/95) e pelas formas 
recombinantes CRF02_AG (1/95) e CRF06_cpx (1/95). Relativamente a 18 pacientes, 
identificados como estando infectados por subtipos não-B, será ainda necessário 
sequenciar o gene env para definir se a infecção é por HIV-1 subtipo G ou pela forma 
recombinante CRF14_BG. Nas infecções por subtipos não-B observou-se uma maior 
prevalência de mutações associadas à resistência a PIs e NRTIs, relativamente às 
infecções por subtipo B. Em relação a NNRTIs não foram observadas diferenças 
significativas. Nas infecções não-B também foi encontrada uma maior prevalência de 
polimorfismos em determinadas posições, nomeadamente na 13, 14, 35, 41, 69, 89, da 
região protease e na 60, 123, 173, 174, 177, 196, 200, 207, 211 e 245, na região 
transcriptase reversa do gene pol.  
Os resultados obtidos são concordantes com a demonstrada diversidade genética do 
HIV-1, em permanente expansão. Nos subtipos não-B, com uma incidência crescente 
nos países europeus, principalmente naqueles com ligações a África, foi encontrada uma 
maior frequência de determinadas mutações associadas à resistência a drogas anti-
retrovíricas bem como de certos polimorfismos. Assim, a monitorização desta 
diversidade genética é de extrema importância para o conhecimento da realidade das 
estirpes circulantes, e sua implicação clínica e terapêutica. 
    
IV 
 
Title 
Genetic Characterization of Human Immunodeficiency Virus Type 1 (HIV-1) in the 
Area Served by Hospital Geral de Santo António 
 
Abstract 
In the present study we characterized the HIV-1 genetic profile present in samples from 
HIV-1 infected patients submitted to antiretroviral regimens and followed in Hospital 
Geral de Santo António, Porto. HIV-1 genotyping was performed with two commercial 
systems: ViroSeqTM HIV-1 Genotyping System version 2.0 (Applied Biosystems, Foster 
City, Calif., USA); and TRUGENE HIV-1 Genotyping kit/OpenGene DNA sequencing 
System (Bayer Healthcare, USA). 
Of the 95 patients genotyped, 72.6% (69 patients) were found to harbour HIV-1 subtype 
B, the predominant subtype in Europe, while the remaining were infected by non-B 
subtypes. Subtype C was identified in 4 patients. We also found patients infected by 
HIV-1 subtype F (one patient) and the recombinant forms CRF02_AG (one patient) and 
CRF06_cpx (one patient). Eighteen patients were found to harbour either subtype G or 
the recombinant form CRF14_BG. For these patients, it will be necessary to sequence 
the env gene to reach a final subtyping. 
The results show that infections by non-B subtypes carry more frequently mutations 
associated with resistance to PIs and NRTIs, than infections by B subtypes, whereas no 
significant difference was found for mutations associated with resistance to NNRTIs. A 
similar difference was found for polymorphisms in certain positions (codons 13, 14, 35, 
41, 69 and 89 of the protease region, and codons 60, 123, 173, 174, 177, 196, 200, 207, 
211 and 245 of the reverse transcriptase region of the pol gene) which were found to be 
significantly more frequent among non-B subtypes. 
In conclusion, the results observed are in accordance with the known expanding genetic 
variability of HIV-1. It was found that non-B subtypes, which show an increasing 
frequency in Europe, particularly in countries with historical relations with Africa, carry 
a higher prevalence of certain resistance associated mutations and certain 
polymorphisms. Thus, the monitorization of this genetic variability is of extreme 
importance not only to the epidemiological study of the circulating HIV-1 strains, but 
also to evaluate clinical and therapeutical implications. 
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1.1 Conceitos Básicos 
1.1.1 Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (Sida) e o Vírus da 
Imunodeficiência Humana (HIV) 
A Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA) é considerada a primeira 
grande pandemia da segunda metade do século XX. Foi pela primeira vez descrita em 
1981, e resulta da infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV), um lentivirus 
pertencente à família Retroviridae (Prescott, L.M. et al, 1996). Existem dois tipos de 
HIV: HIV-1 e HIV-2. Ambos levam à lise das células infectadas (linfócitos T CD4+, 
macrófagos, células dendríticas e monócitos), provocando imunodeficiência. No 
entanto, o HIV-2 tem uma patogenecidade e prevalência menor que o HIV-1 (Soriano, 
V., González-Lahoz, J., 2005; Prescott, L.M. et al, 1996), sendo endémico apenas na 
África Ocidental (Spira, S. S. et al, 2003). Fora de África, atinge a sua maior 
prevalência em Portugal (cerca de 4%) (Vandamme, A. M. et al, 2004). 
 
1.1.2 Estrutura do HIV-1 
A partícula vírica do HIV-1 (Fig.1) é esférica, possui um diâmetro de 80-100 nm 
e encontra-se envolvida por uma membrana lipídica, derivada da célula hospedeira 
(Soriano, V. et al, 2005). A esta membrana encontram-se ancoradas duas glicoproteínas, 
a gp41 e a gp120. Apenas a gp41 se encontra directamente ligada à membrana, servindo 
de âncora à gp120 (Abbas, A. K. et al, 2000; Prescott, L.M. et al, 1996). Estas estruturas 
glicoproteícas encontram-se à superfície do vírus sob a forma de trímeros, em que cada 
um dos componentes é formado por duas subunidades, gp41 e gp120 (Doms, R.W., 
2004; Zhu, P., 2003). No interior do vírus, as proteínas do core envolvem o genoma do 
HIV-1, o qual é composto por duas cadeias simples de ácido ribonucleico (RNA), cada 
uma das quais formada por 9800 pares de bases. O interior do core também contém as 
enzimas necessárias à replicação (transcriptase reversa, protease e integrase) (Abbas, A. 
K. et al, 2000; Prescott, L.M. et al, 1996; Soriano, V. et al, 2005). 
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Figura 1 – Estrutura do vírus da imunodeficiência humana do tipo I (HIV-1). (Adaptado de Robinson, H. 
L., New Hope for an AIDS Vaccine. Nat Reviews Immunology. 2002: 2, 239-250)  
 
 
Figura 2 – Genoma do vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1). (Adaptado de 
www.aids.harvard.edu/research/discoveries.html) 
O genoma do HIV-1 (Fig.2) é formado por 3 genes estruturais (gag, pol e env) e 
6 genes reguladores (vif, vpr, tat, rev, vpu e nef) (Soriano, V. et al , 2005). O gene gag 
codifica as proteínas estruturais do core. O gene pol codifica as enzimas necessárias à 
replicação viral, nomeadamente a transcriptase reversa, a protease e a integrase. O gene 
env codifica a glicoproteína gp160, que posteriormente é processada na gp120 e na gp41 
(Abbas, A. K. et al, 2000; Jameson, J. L., 1998). Os genes reguladores estão envolvidos 
na modulação positiva e negativa da replicação viral (Jameson, J. L., 1998). Na forma 
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de provirus, o genoma viral possui em cada uma das extremidades uma sequência LTR 
(Long Terminal Repeats). Estas sequências permitem a integração no genoma da célula 
hospedeira e nelas se localizam os elementos reguladores da iniciação da replicação. 
(Soriano, V. et al , 2005) 
 
1.1.3 Ciclo de vida do HIV-1 
 
 
Figura 3 – Entrada do HIV nas células hospedeiras. (Adaptado do Doms, R.W., 2004) 
Numa primeira fase (Fig.3), a subunidade gp120 do envelope viral liga-se à 
molécula CD4, que se encontra na superfície das células hospedeiras, nomeadamente 
células T e macrófagos (Doms, R.W., 2004; Abbas, A.K. et al, 2000). Esta ligação 
induz alterações conformacionais no envelope proteico, ocorrendo a exposição de um 
domínio altamente conservado que se liga a um segundo receptor (co-receptor) (Doms, 
R.W., 2004). Os coreceptores virais mais importantes são o CCR5 e o CXCR4 (Soriano, 
V. et al, 2005). Estes são membros da subfamília de quimiocinas formada por 7 
receptores de domínios transmembranares. A ligação ao co-receptor CCR5 ocorre 
tipicamente no início da infecção. Indivíduos que não possuem CCR5, são muito 
resistentes à infecção pelo HIV, não possuindo, aparentemente, efeitos da perda da 
função deste (Doms, R.W., 2004). Por sua vez, o co-receptor CXCR4 está associado a 
uma progressão mais acelerada da doença. Estes estão presentes em aproximadamente 
90% das células CD4+, ao passo que os CCR5 estão apenas em aproximadamente 
10%.(Doms, R.W., 2004). Uma vez que o co-receptor CXCR4 permite a infecção de um 
número muito maior de células CD4+, ao longo do processo infeccioso, ocorre uma 
mudança na produção de vírus que se ligam ao CCR5 para vírus que se ligam ao 
CXCR4 (Abbas, A.K. et al, 2000; Doms, R.W., 2004). A ligação do co-receptor induz 
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uma mudança conformacional na subunidade gp41, que resulta na inserção de um 
péptido de fusão na membrana celular e a ligação da região helical 1 e 2 da gp41, 
permitindo a fusão da membrana viral e celular (Doms, R.W., 2004). 
Após a fusão (Fig.4), o vírus liberta as proteínas do core e as duas cadeias de 
RNA no citoplasma (Prescott, L. M. et al, 1996). 
 
 
Figura 4 – Ciclo de vida do HIV-1. (Adaptado de Pomerantz, R. J. et Horn D.L., 2003) 
No interior da célula infectada, o RNA é copiado numa cadeia simples de ácido 
desoxirribonucleico (DNA), por acção da enzima transcriptase reversa (RT). De 
seguida, o RNA é degradado por outro componente da enzima RT, a ribonuclease H, e a 
cadeia de DNA é duplicada, para assim formar uma cadeia dupla. Um complexo 
formado por esta cadeia dupla de DNA (provirus) e pela integrase desloca-se para o 
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núcleo, onde, por acção desta enzima, vai ocorrer a integração do DNA proviral no 
genoma da célula hospedeira. O provirus integrado pode permanecer latente, não dando 
qualquer sinal da sua presença. Ou, também pode fazer com que a célula sintetize 
mRNA viral. Uma parte deste pode ser traduzido pelos ribossomas da própria célula, no 
sentido de produzir proteínas virais. Aqui a protease desempenha um papel central, uma 
vez que vai processar os precursores proteicos gag e gag-pol das proteínas da cápside, 
da transcriptase reversa e da protease. Finalmente, ocorre a montagem (assembly) das 
proteínas virais e do RNA do vírus, que se destacam da membrana celular, havendo 
formação de novas partículas víricas. Eventualmente, durante este processo poderá 
ocorrer a lise da célula hospedeira (Prescott, L. M. et al, 1996; Soriano, V. et al , 2005). 
 
1.1.4 Evolução da infecção 
 
 
Figura 5 – Evolução da infecção pelo HIV-1. (www.niaid.nih.gov/publications/hivaids/9.htm) 
Os primeiros sintomas surgem 3 a 4 semanas após exposição ao vírus. Os 
indivíduos infectados podem apresentar febre, adenopatias, faringite, fadiga, mialgias, 
dores de cabeça e perda de peso. Esta fase é caracterizada por elevados níveis de 
replicação do HIV-1 e de virémia no plasma (figura 5). Também se verifica uma 
inversão na razão de linfócitos T CD4/CD8, havendo evidência para uma activação das 
células T. A seroconversão e produção de anticorpos contra as proteínas do envelope e 
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core ocorre 4 a 6 semanas após exposição ao vírus. Como consequência, há uma 
diminuição nos níveis de viremia e desaparecimento dos sintomas. Neste ponto, a 
infecção entra na fase de latência. Na maior parte das crianças e adultos infectados, esta 
pode durar entre alguns meses até 10 anos. Os factores que irão determinar a sua 
duração são o grau de virulência, a magnitude da resposta imunológica, a infecção por 
outros agentes patogénicos, a idade do paciente e o uso de drogas anti-retrovíricas. No 
entanto, são desconhecidos os eventos concretos que marcam o fim deste período 
(Ferreira, W.F., Sousa, J.C., 2002, Jameson, J.L., 1998). Durante a infecção pelo HIV, 
ocorre a progressiva destruição do sistema imunológico do hospedeiro, impedindo que 
este actue sobre a infecção. Assim, após a fase de latência, o número de linfócitos T 
CD4+ no sangue diminui e os níveis de virémia no plasma aumentam (Jameson, J.L., 
1998). Quando a contagem de linfócitos T CD4+ desce abaixo de cerca de 200 
células/mm3, o risco de infecção por agentes oportunistas e outras complicações 
clínicas associadas é elevada. Consequentemente, a infecção do HIV entra na última 
fase – a síndrome da imunodeficiência humana (SIDA) (Abbas, A.K. et al, 2000). 
Além das células T CD4+, os macrófagos, as células dendríticas e as células 
foliculares dendríticas também desempenham um papel importante na infecção pelo 
HIV e na progressão da imunossupressão (Abbas, A.K. et al, 2000). 
 
1.1.5 Transmissão e epidemiologia do HIV 
Os principais veículos de transmissão do HIV são o sangue e as secreções genitais 
dos indivíduos infectados. O vírus também pode ser encontrado noutros fluidos do 
organismo, como por exemplo o leite materno, podendo este ser uma fonte de 
transmissão para o recém-nascido (Ferreira, W.F., Sousa, J.C, 2002). Os três principais 
modos de transmissão são: relações sexuais, quer homossexuais, quer heterossexuais; 
inoculação de sangue ou seus produtos derivados infectados; transmissão vertical mãe 
infectada – filho (ocorre mais frequentemente in utero ou durante o nascimento, mas 
também pode ocorrer através do leite materno infectado). 
Em 2004, cerca de 39.4 milhões de indivíduos encontravam-se infectados com 
HIV, em todo o mundo (AIDS Epidemic Update: December 2004. 
[http://www.who.int/hiv]). Nos Estados Unidos, os maiores grupos de risco incluem 
homossexuais ou bissexuais masculinos, toxicodependentes, heterossexuais 
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pertencentes a grupos com comportamentos de risco e bébés nascidos de mães 
infectadas. Em África, a maioria das infecções pelo HIV ocorre por transmissão sexual 
(Abbas, AK et al, 2000). Em Portugal, desde o começo da epidemia até ao final de 
2003, foram diagnosticados 23,374 indivíduos infectados. A maioria destes são 
toxicodependentes (49%) e heterossexuais (33%). 12% são homo/bissexuais 
(Epidemiological Fact Sheets - 2004 Update - Portugal. World Health Organization. 
[http://www.who.int/hiv]). 
 
1.1.6 Diagnóstico laboratorial 
Nos adultos, o diagnóstico da infecção pelo HIV-1 baseia-se na detecção dos 
anticorpos contra as proteínas do HIV, por ELISA (enzyme-linked immunosorbent 
assay), e é confirmado por Western Blot. Em crianças recém-nascidas, a detecção por 
métodos que se baseiam na presença de anticorpos não é fiável devido à presença de 
anticorpos maternos adquiridos pelo recém-nascido. Como apenas 1/3 das crianças 
recém-nascidas de mães infectadas com HIV são infectadas, a medição directa do vírus 
é necessária para diferenciar os bébés infectados dos não-infectados. Neste caso, o 
método mais sensível consiste na amplificação do DNA do HIV proviral nos linfócitos 
T CD4+ infectados, por PCR (polymerase chain reaction). (Jameson, J.L. 1998) 
 
1.1.7 Variabilidade genética 
As estirpes circulantes do HIV-1 exibem um extraordinário grau de diversidade 
genética, que pode influenciar aspectos como por exemplo a sua capacidade infecciosa, 
transmissibilidade, e imunogenecidade (Robertson, D. L. et al, 2000). Esta diversidade 
genética resulta da incapacidade da enzima RT do HIV-1 em verificar (proofread) as 
sequências nucleotídicas durante a sua replicação. Como resultado, surge um elevado 
número de variantes provirais durante o processo infeccioso do HIV-1 (Shafer, R. W., 
2002). Uma outra característica do vírus que vai conduzir à sua variabilidade genética é 
a capacidade recombinogénica da enzima RT, podendo ser geradas combinações 
genómicas diferentes em indivíduos infectados com vírus geneticamente diferentes. A 
recombinação requer a infecção, em simultâneo, de uma célula por dois provirus 
diferentes. A existência deste fenómeno é apoiada pelo facto de que entre as regiões 
genómicas com diferentes associações filogenéticas poderem ser identificados discretos 
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“breakpoints”. Actualmente, pensa-se que a recombinação é um fenómeno comum entre 
as diferentes estirpes do HIV-1 (Peeters, M., 2000). Num mesmo indivíduo, as variantes 
geneticamente distintas (quasispecies) do HIV-1 estão continuamente sujeitas a uma 
variação genética, competição e selecção (Shafer, R. W., 2002). 
Inicialmente, as sequências das estirpes do HIV-1 foram classificadas, de acordo 
com a sua relação filogenética, em grupos e subtipos. No entanto, a crescente 
complexidade de novas sequências de HIV-1 levou a uma reavaliação do sistema de 
nomenclatura. Assim, as numerosas estirpes do HIV-1 podem ser divididas em grupos, 
subtipos, sub-subtipos e formas recombinantes circulantes (CRFs) (Robertson, D. L. et 
al, 2000).  
Os grupos (M, N e O) referem-se às linhagens do HIV-1 que são muito distintas 
(Peeters, M., 2000; Robertson, D. L. et al, 2000). A maior parte das estirpes do HIV-1 
encontradas por todo o mundo e responsáveis pela pandemia, pertencem a só uma das 
linhagens, o grupo M (Major). O grupo O (Outlier) parece ser endémico nos Camarões 
e países vizinhos da África Central Oeste. O grupo N (New, ou non-M, non-O) apenas é 
representado num número limitado de isolados de doentes dos Camarões (Peeters, M., 
2000). 
Dentro do grupo M, distinguem-se 9 subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J, K) (Peeters, 
M., 2000; Robertson, D. L. et al, 2000). Dentro do mesmo subtipo, ainda se podem 
distinguir sub-subtipos. O subtipo F pode ser subdividido em dois, F1 e F2, e dentro do 
subtipo A, também se encontram sub-subtipos, A1 e A2 (Peeters, M., 2000).  
As formas recombinantes circulantes (CRFs) possuem um papel importante na 
pandemia do HIV-1. As estirpes pertencentes à mesma CRF possuem a mesma estrutura 
mosaico, descendendo dos mesmos eventos recombinantes (Robertson, D. L. et al, 
2000). Existem diversas CRFs do HIV-1. Estas são designadas por um número 
identificativo, e letras indicando os subtipos envolvidos. Se o genoma contem 
sequências oriundas de mais do que dois subtipos, as letras são substituídas por “cpx”, 
que indica “complex” (Peeters, M., 2000). Actualmente, estão reconhecidas 16 CRFs 
para o grupo M do HIV-1 (Los Alamos HIV Sequence Database [http://hiv-
web.lanl.gov]). Ver figura 6. 
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Figura 6 - Estruturas mosaico das formas recombinantes circulantes (CRFs) do HIV-1. O padrão do 
mosaico da CRF09_cpx ainda não está disponível. Adaptado de Los Alamos HIV Sequence Database 
[http://hiv-web.lanl.gov]. As letras e as cores representam os diferentes subtipos do HIV-1. 
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Os subtipos têm sido fortes marcadores epidemiológicos para traçar o curso da 
pandemia do HIV-1. Parece claro que os vários subtipos, sub-subtipos, e as CRFs foram 
gerados por acidentes epidemiológicos (Peeters, M., 2000). A figura 7 mostra a 
distribuição geográfica dos subtipos e CRFs do HIV-1. 
 
Figura 7 - Distribuição geográfica dos subtipos e CRFs do HIV-1. Adaptado de Los Alamos HIV 
Sequence Database [http://hiv-web.lanl.gov]. As cores representam os diferentes subtipos e CRFs do 
HIV-1. 
A distribuição demográfica dos subtipos e CRFs do HIV-1 é heterogénea. O 
subtipo A e a variante recombinante A/G predomina na África Central Oeste. O subtipo 
B predomina na Europa e na América. O subtipo C predomina na África Oriental e do 
Sul, Índia e Nepal. Na realidade, este subtipo criou os recentes epicentros da pandemia 
do HIV-1, pela sua dispersão incontrolada no Botswana, Zimbabwe, Malawi, Zâmbia, 
Namíbia, Lesoto, África do Sul, Índia, Nepal e China. O subtipo D está geralmente 
limitado a África Central e Este, com alguns casos esporádicos na parte ocidental e 
sudeste de África. A forma recombinante A/E foi detectada na Tailândia, Filipinas, 
China e África Central. O subtipo F foi documentado na África Central, América do Sul 
e Europa de Leste. O subtipo G e a forma recombinante A/G foram observados na 
África Oriental e Ocidental, bem como na Europa Central. O subtipo H foi apenas 
detectado na África Central. O J, exclusivamente na América Central. O subtipo K 
apenas foi identificado na Republica Democrática do Congo e nos Camarões (Spira, S. 
S. et al, 2003).  
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Os subtipos A e C, bem como as formas recombinantes A/G e A/E, são de 
particular interesse, pois representam os subtipos predominantes em África e na Ásia, 
onde o HIV se encontra perigosamente fora de controlo (Spira, S. S. et al, 2003).  
Nos países Europeus a prevalência de subtipos não-B é muito superior à 
existente nos Estados Unidos, especialmente em países com ligações históricas a África, 
bem como alguns países da Europa de Leste, onde a epidemia está associada a 
determinados subtipos não-B. O estudo Catch relatou uma prevalência total de 30% de 
estirpes não-B, mas apenas com alguns dados da Europa de Leste (Vandamme, A. M. et 
al, 2004). 
A distribuição global das diferentes formas do HIV-1 é um processo dinâmico 
(Peeters, M., 2000; Spira, S. S. et al, 2003), dada a descoberta constante de novos 
subtipos e as mudanças nos padrões de infecção causadas pelas populações migratórias 
(Spira, S. S. et al, 2003). Quanto mais as variantes do HIV-1 se inter misturam, em 
diferentes partes do mundo, maior a probabilidade de se gerarem novos vírus 
recombinantes. O padrão de mosaicismo pode tornar-se cada vez mais complexo, uma 
vez que poderá ocorrer a recombinação envolvendo vírus que já são recombinantes. Um 
outro aspecto a ter em conta, é a possibilidade destes vírus recombinantes terem 
algumas vantagens em relação à estirpe que lhe deu origem, incluindo eventuais 
modificações no tropismo e na eficiência da replicação (fitness) (Peeters, M., 2000). 
Assim, é necessária uma monitorização contínua para determinar o papel futuro 
dos vírus subtipo não-B no Norte da América e Europa, e para registar o aparecimento 
de novos subtipos predominantes e CRFs (Peeters, M., 2000).  
 
1.1.8 Tratamento 
1.1.8.1 Vacinas 
O desenvolvimento de vacinas que eliminem o HIV à entrada do organismo ou que pelo 
menos previnam que este entre nas células hospedeiras, continua a ser difícil. Uma 
hipótese seria produzir uma vacina que estimulasse as células B a produzir anticorpos, 
que fossem impedir a ligação do envelope lípidico do vírus às células, evitando assim a 
entrada deste. Alternativamente, a vacina poderia levar a que o sistema imunológico 
destruísse selectivamente células infectadas (Roche, www.roche.com 
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/pages/facets/4/hive.htm). No entanto, vários factores, nomeadamente, a complexa 
natureza do envelope glicoproteico do HIV que já é naturalmente resistente à 
neutralização, a infecção selectiva, a destruição progressiva e a fraca regeneração das 
células T CD4+, a formação de mutantes escape aos CTL (“Citotoxic T Lymphocyte”), 
juntamente com a elevada diversidade genética, dificultam o desenvolvimento de uma 
vacina eficaz (Lal, R. B. et al, 2005). Na tentativa de ultrapassar a dificuldade criada 
pela enorme diversidade de formas genéticas, alguns autores sugerem usar sequências 
consensus ou ancestrais para um subtipo específico, para assim minimizar as diferenças 
genéticas, aumentando a resposta da vacina para qualquer estirpe (Lal, R. B. et al, 
2005). 
1.1.8.2 Terapia génica 
Diversas estratégias de terapia génica, estão em desenvolvimento (Strachan, T., 
Read, A.P., 2000). Estas actuam a diversos níveis: 
Infecção pelo HIV - O HIV-1 normalmente infecta os linfócitos T por ligação da 
gp120 ao receptor CD4 da membrana da célula alvo. A transferência de um gene que 
codifica uma forma solúvel do antigénio CD4 (sCD4) nos linfócitos T ou nas células 
hematopoiéticas e subsequente expressão resultará na circulação de sCD4. Se os níveis 
de sCD4 forem suficientemente elevados, a ligação do sCD4 à gp120 do HIV-1, 
teoricamente, irá inibir a infecção dos linfócitos T, sem comprometer a função destas 
células (Strachan, T., Read, A.P., 2000). 
Inibição ao nível do RNA - A produção do RNA do HIV-1 pode ser 
selectivamente inibida por oligonucleótidos antisense, e também pelo uso de “RNA 
decoys”. Uma das estratégias a este nível actua na regulação da replicação do HIV. Os 
produtos dos genes tat e rev são elementos chave nesta regulação. Estes ligam-se a 
regiões específicas do RNA viral nascente, conhecidas por TAR e RRE, 
respectivamente. A expressão artificial de pequenas sequências de RNA, 
correspondentes ao TAR e RRE vão originar várias sequências de “RNA decoys” que 
podem competir para a ligação ao tat e rev, podendo assim inibir a ligação destas 
proteínas às suas sequências alvo (Strachan, T., Read, A.P., 2000). 
A expressão intracelular de um “short interfering RNA” (siRNA) com alvo no 
RNA viral também constitui uma estratégia de inibição da replicação do HIV-1. Estes 
siRNAs promovem uma inibição eficiente da replicação do vírus, no entanto, já foram 
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observadas, após uma cultura prolongada, variantes escape de HIV-1. Estes vírus 
resistentes ao RNAi contêm substituições nucleótidicas ou delecções perto ou na 
sequência alvo. A resistência também pode ocorrer através de mutações que alteram a 
estrutura secundária local do RNA. Estes dados recentes enaltecem ainda mais a enorme 
flexibilidade genética do HIV-1 (Westerhout, E. M. et al, 2005). Mesmo assim, 
continuam a ser feitos esforços no sentido de ultrapassar estas dificuldades (Leonard, J. 
N. and Schaffer, D. V., 2005). 
Inibição ao nível proteico - Uma das estratégias envolve a produção de 
anticorpos intracelulares, contra as proteínas do HIV-1, como por exemplo as proteínas 
do envelope proteíco. Uma outra envolve a introdução de genes que codificam proteínas 
mutantes de HIV que se ligam e inactivam proteínas do vírus. Por exemplo, formas 
mutadas de proteínas gag mostraram ser eficientes na diminuição dos níveis de 
replicação do vírus, possivelmente interferindo com a multimerização e a assembly do 
core viral (Strachan, T., Read, A.P., 2000). 
1.1.8.3 Drogas anti-retrovíricas 
O uso de drogas anti-retrovíricas constitui a forma de tratamento da infecção 
pelo HIV-1 onde se têm registado avanços mais significativos. (Shafer, R.W., 2002) 
Em indivíduos que nunca foram tratados e que possuem estirpes de HIV-1 susceptíveis 
a drogas, o uso combinado de três ou mais drogas provenientes de 2 classes diferentes 
pode levar a uma supressão prolongada do vírus e a uma reconstituição do sistema 
imunológico. No entanto, a margem de sucesso para atingir e manter a supressão do 
vírus é limitada. É necessário um esforço extraordinário por parte dos doentes para 
aderir a esta terapêutica. Este tipo de tratamento é caro, inconveniente e muitas vezes 
associado a efeitos laterais que limitam a dose. Para além disto, o desenvolvimento de 
resistência às drogas acaba por ser simultaneamente causa e consequência de uma 
incompleta supressão do vírus, constituindo assim uma limitação para o sucesso de uma 
futura terapêutica. (Shafer, R.W., 2002) 
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1.1.8.3.1 Drogas anti-retrovíricas que bloqueiam a replicação viral, pela 
inibição das enzimas virais transcriptase reversa e protease 
1.1.8.3.1.1 Inibidores nucleósidos e nucleótidos da transcriptase reversa (NRTIs) 
Os inibidores nucleósidos e nucleótidos da transcriptase reversa (NRTIs) são 
prodrogas que necessitam de ser fosforiladas pelas enzimas da célula hospedeira. Os 
NRTIs fosforilados competem com os dNTPs durante o processo de síntese das novas 
cadeias de DNA, provocando a terminação deste processo (Shafer, R. W., 2002). 
Actualmente, estão aprovadas pela US FDA (United States Food and Drug 
Administration) oito NRTIs (lamivudina, zidovudina, emtricitabina, abacavir, 
zalcitabina, tenofovir, didanosina, stavudina) (http://fda.gov/oashi/aids/virals.html - 
acesso realizado a 16/08/2005). 
1.1.8.3.1.2 Inibidores não nucleósidos da transcriptase reversa (NNRTIs) 
Os inibidores não nucleósidos da transcriptase reversa (NNRTIs) ligam-se à 
bolsa hidrofóbica da enzima RT, próxima do local activo. Estes compostos inibem a 
replicação do HIV-1 alostericamente, deslocando os resíduos catalíticos de aspartato 
relativamente ao local de ligação da polimerase (Shafer, R. W., 2002). 
Actualmente, estão aprovadas pela US FDA três NNRTIs (delavirdina, efavirenze e 
neviparina) (http://fda.gov/oashi/aids/virals.html - acesso realizado a 16/08/2005). 
1.1.8.3.1.3 Inibidores de protease (PIs) 
A protease do HIV-1 é uma protease aspártica composta por dois monómeros 
idênticos (cada um com 99 aminoácidos), associados não covalentemente. Esta enzima 
tem um local de ligação ao substrato, que reconhece e cliva nove sequências diferentes 
de poliproteínas virais precursoras (Shafer, R. W., 2002). Os inibidores da protease 
(PIs) têm uma grande afinidade para o local activo da enzima, inibindo a actividade 
catalítica de uma forma selectiva e bloqueando, portanto, a produção de vírus 
infecciosos (Soriano, V. et al, 2005). 
Actualmente, estão aprovadas pela US FDA nove PIs (amprenavir, tipranavir, 
indinavir (IDV), saquinavir, lopinavir, ritonavir, fosamprenavir, atazanavir, nelfinavir) 
(http://fda.gov/oashi/aids/virals.html - acesso realizado a 16/08/2005). 
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1.1.8.3.2 Drogas anti-retrovíricas que bloqueiam a entrada do HIV 
Os passos de ligação, fusão e entrada do HIV-1 nas células hospedeiras também 
constituem alvos para o desenvolvimento de drogas anti-retrovíricas. A inibição neste 
ponto do ciclo de vida do vírus complementa a inibição noutros pontos, nomeadamente 
o bloqueio da replicação viral (Doms, R.W., 2004), e que atrás já foi referida. 
1.1.8.3.2.1 Inibidores de fusão do HIV-1 
Os primeiros inibidores da entrada do vírus com sucesso foram péptidos 
sintéticos, correspondentes às regiões helicais alfa das sequências gp41 do HIV-1. Um 
desses péptidos, o T-20 (pentafuside; Trimeris, Durham, N.C.), corresponde aos 
resíduos 127-162 da camada externa da gp41 (Shafer, R. W., 2002). Este inibidor de 
fusão, T-20 ou enfuvirtide, é o único aprovado pela FDA. Basicamente, este imita a 
estrutura da região helical 2 da gp41, e que se liga à região helical 1. Ligando-se à 
região helical 1, a droga previne a ligação à região helical 2, impedindo a fusão da 
membrana viral com a celular. (Doms, R.W., 2004) 
Outros agentes terapêuticos que bloqueiam a entrada do vírus, nomeadamente 
anticorpos monoclonais dirigidos contra a estrutura trimérica do envelope viral, 
inibidores de ligação CD4 (Ex: BMS-806), inibidores de ligação ao CCR5 e ao CXCR4 
(ex: AMD3100) e outros inibidores de fusão (ex: derivado do enfuvirtide, T2149), 
encontram-se em desenvolvimento. No entanto, o recurso a antagonistas dos receptores 
de HIV tem implicações práticas, nomeadamente o potencial uso de inibidores que 
afectem o funcionamento normal da célula. Isto é particularmente importante no caso de 
inibidores do receptor CD4. O CCR5 parece ser um bom alvo, uma vez que indivíduos 
que naturalmente não possuem este co-receptor, para além de serem resistentes à 
infecção pelo HIV, aparentemente não possuem efeitos da sua perda. No entanto, uma 
questão que se coloca é a de que o recurso a inibidores do CCR5 seleccione vírus que 
usem o CXCR4 como co-receptor, mudando a população viral com um fenótipo CCR5 
para uma com fenótipo CXCR4, que está associada a uma progressão mais rápida da 
doença. (Doms, R.W., 2004) 
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1.2 Resistência a drogas anti-retrovíricas 
A resistência a drogas anti-retrovíricas é causada por mutações nos alvos 
moleculares das drogas usadas na terapia (Shafer, R. W., 2002). A resistência é 
simultaneamente causa e consequência da replicação do vírus na presença das drogas. A 
replicação residual sob pressão selectiva das drogas cria um ambiente de selecção que 
face ao aparecimento de mutações associadas à resistência, numa minoria da população 
viral, dá a estas variantes uma vantagem selectiva. Esta pressão selectiva permite que 
estas variantes resistentes se tornem predominantes. Uma vez que muitas vezes, na 
ausência da droga,  estes vírus mutantes apresentam um fitness reduzido, a ausência de 
uma pressão selectiva, motivada por exemplo por uma interrupção do tratamento, levará 
a que progressivamente os vírus wild-type substituam os mutantes. No entanto, é de 
notar que estas populações virais persistem no plasma, mesmo que em populações 
minoritárias, às vezes não detectáveis nos testes de resistência. Continua a ser 
investigado de que maneira estas estirpes resistentes eventualmente “arquivadas” 
poderão mais tarde reaparecer e até mesmo afectar futuras terapêuticas. (Vandamme, A. 
M., et al, 2004) 
O desenvolvimento de resistência a drogas vai depender do tamanho e 
heterogeneidade da população HIV-1 presente no indivíduo, a extensão com que a 
replicação do vírus continua durante a terapia, a facilidade de aquisição de uma 
determinada mutação (ou conjunto de mutações), e o efeito das mutações associadas a 
resistências na susceptibilidade a drogas e no fitness do vírus (Shafer, R. W., 2002). 
Estirpes de vírus resistentes podem ser transmitidos entre indivíduos (Shafer, R. 
W., 2002). Nos Estados Unidos, estima-se que entre 1% a 27% dos pacientes não 
tratados possuem resistência a determinadas drogas. Na Europa, a percentagem varia 
entre 2% a 52% (Vandamme, A. M., et al, 2004).  
 
1.2.1 Mecanismos de resistências 
Várias mutações, quer na protease, quer na RT, foram associadas à resistência a 
drogas. Estas foram divididas em mutações primárias e secundárias. A designação 
primária refere-se às mutações que por si só reduzem a susceptibilidade a uma droga. A 
designação secundária refere-se a mutações que juntamente com uma mutação primária 
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reduzem a susceptibilidade a uma droga ou melhoram o fitness replicativo de um 
determinado isolado. No entanto, esta definição não é muito rígida. Algumas mutações 
podem ser consideradas primárias relativamente a uma determinada droga e secundárias 
para outra. As mutações secundárias surgem muitas vezes antes das primárias (Shafer, 
R. W., 2002).  
 
1.2.1.1 Resistência a inibidores nucleósidos e nucleótidos da transcriptase 
reversa (NRTIs) 
Existem dois mecanismos bioquímicos de resistência a NRTIs. O primeiro, é 
mediado por mutações que permitem à enzima RT reconhecer as NRTIs durante a 
síntese, impedindo a sua adição à cadeia de DNA que se está a formar. O segundo 
mecanismo é mediado por mutações excision nucleotide (NEMs), que aumentam a taxa 
de remoção hidrolítica das cadeias de terminação NRTI (Shafer, R. W., 2002).  Na 
figura 8 é possível visualizar as mutações associadas à resistência a NRTIs. 
 
 
Figura 8 – Mutações no gene da transcriptase reversa (RT) associadas à resistência a inibidores 
nucleósidos/nucleótidos da RT (NRTIs). Na figura, as linhas verticais cor-de-rosa indicam TAMs 
(Thimidine-Associated Mutations), a letra superior refere-se ao aminoácido wild type, a letra inferior ao 
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aminoácido de substituição, a numeração a negrito a mutações primárias e a restante numeração a 
mutações secundárias. (Adaptado de Johnson, V. A. et al, 2005) 
1.2.1.2 Resistência a inibidores não nucleósidos da transcriptase reversa 
(NNRTIs) 
As mutações responsáveis pela resistência aos NNRTIs localizam-se no bolso 
hidrofóbico, onde estes inibidores se ligam. Uma única mutação neste local pode 
resultar num elevado nível de resistência a um ou mais NNRTIs. Normalmente, a 
resistência surge rapidamente quando estes são administrados como monoterapia ou na 
presença de uma supressão incompleta do vírus, sugerindo que a resistência pode ser 
causada pela selecção de população de vírus mutante já existente no indivíduo. Tal 
como muitas mutações associadas à resistência a PIs e NRTIs, algumas mutações 
associadas à resistência a NNRTIs podem diminuir a capacidade replicativa do vírus. 
Foram propostos dois mecanismos explicativos deste facto: alterações na conformação 
na bolsa de ligação ao dNTP e a alterações na actividade da RNase H. (Shafer, R. W., 
2002). Na figura 9 é possível visualizar as mutações associadas à resistência a NNRTIs. 
 
Figura 9 – Mutações no gene da transcriptase reversa (RT) associadas à resistência a inibidores não 
nucleósidos da RT (NNRTIs). Na figura, a letra superior refere-se ao aminoácido wild type, a letra 
inferior ao aminoácido de substituição, a numeração a negrito a mutações primárias e a restante 
numeração a mutações secundárias. (Adaptado de Johnson, V. A. et al, 2005) 
 
1.2.1.3 Resistência a inibidores da protease (PIs) 
A resistência às PIs pode ocorrer por dois mecanismos diferentes. Mutações nos 
locais de ligação ao substrato provocam resistência, reduzindo a afinidade entre o 
inibidor e a protease mutada. Outras mutações induzem resistência alterando a catálise 
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enzimática, a estabilidade do dímero, a cinética de ligação do inibidor ou a conformação 
do centro activo (Shafer, R. W., 2002).  
Normalmente, a resistência a PIs desenvolve-se gradualmente com a acumulação de 
múltiplas mutações primárias e secundárias (Shafer, R. W., 2002). Ver figura 10. 
Estudos genotípicos de isolados resistentes mostraram que havia selecção de mutações 
em diversos locais de corte da protease durante o tratamento com PIs. Estas mutações 
parecem ser mais compensatórias do que primárias (Shafer, R. W., 2002).   
 
Figura 10 – Mutações no gene da protease associadas a resistência a inibidores da protease. Na figura, a 
letra superior refere-se ao aminoácido wild type, a letra inferior ao aminoácido de substituição, a 
numeração a negrito a mutações primárias e a restante numeração a mutações secundárias. (Johnson, V. 
A. et al, 2005) 
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1.2.1.4 Resistência a inibidores de fusão 
A resistência ao enfuvirtide (o único inibidor de fusão aprovado pelo FDA) está 
associada primariamente a mutações na região HR1 (Heptad Repeat1) do gene que 
codifica a gp41 (Fig.9). Para além destas, mutações ou polimorfismos noutras regiões 
do envelope (por exemplo, na região HR2) também podem afectar a susceptibilidade a 
esta droga (Johnson, V. A. et al, 2005). 
 
 
Figura 11 – Mutações no gene que codifica a gp41 associadas à resistência a inibidores de fusão. Na 
figura, a letra superior refere-se ao aminoácido wild type, a letra inferior ao aminoácido de substituição.  
(Adaptado de Johnson, V. A. et al, 2005) 
Num estudo realizado recentemente (Carmona, R. et al, 2005), foram detectadas 
mutações naturais de resistência a este inibidor bem como polimorfismos na região HR1 
da gp41, em pacientes que nunca foram tratados com T20. Para além disso foram 
verificadas diferenças em estirpes de HIV-1 pertencentes a diferentes subtipos, quer na 
frequência das mutações/polimorfismos (maior frequência em subtipos não B), quer no 
padrão de substituições. Ainda é desconhecido de que maneira o background genético 
vai afectar a eficácia do tratamento com T20, sendo para isso necessário continuar quer 
com estudos clínicos, quer com estudos fenotípicos de resistência com mutantes obtidos 
por mutagénese dirigida (Carmona, R. et al, 2005). 
A concentração de enfuvirtide requerida para inibir a infecção celular pode ser 
afectada por factores relacionados com o hospedeiro e o próprio vírus, como por 
exemplo a velocidade de fusão viral e o nível de expressão do co-receptor CCR5 nas 
células alvo, que varia de indivíduo para indivíduo (Doms, R.W., 2004).  
A resistência a estas drogas pode ser aumentada por factores que aumentem a 
velocidade de ligação e fusão, como o aumento da afinidade viral para co-receptores ou 
uma elevada expressão destes (Doms, R.W., 2004).  
Face a estas considerações, levanta-se a questão de se poderem combinar 
inibidores da entrada do vírus. Por exemplo, uma vez que os inibidores dos co-
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receptores reduzem o número de co-receptores disponíveis para o vírus, aumentando 
assim a disponibilidade para os locais de ligação ao enfuvirtide, diminuindo a cinética 
da fusão, será de esperar que a combinação do uso de antagonistas dos coreceptores 
com enfuvirtide terá um efeito sinergético na inibição da entrada do vírus. Este efeito já 
foi observado in vitro em estudos com inibidores de CCR5 (Doms, R.W., 2004). 
 
1.2.2 Metodologias usadas no estudo das resistências 
Nos últimos anos têm sido desenvolvidas um elevado número de metodologias 
quer para avaliar fenotipicamente a susceptibilidade/resistência do HIV-1 a uma droga, 
quer para avaliar genotipicamente o perfil mutacional do HIV-1 in vitro. 
Numerosos estudos mostraram que doentes, em que existe um acesso aos dados 
de resistência a drogas, principalmente a dados genotípicos, respondem melhor à 
terapia, do que doentes em que não há acesso a este tipo metodologias (Shafer, R. W., 
2002). 
O “European HIV Drug Resistance Panel” recomenda o teste de resistência: 1) 
nos pacientes não tratados com infecção aguda ou recente; 2) falha terapêutica, 
inclusivé quando há uma resposta terapêutica subóptima e se considera uma mudança 
no tratamento; 3) quando é considerada a iniciação ou mudança do tratamento, em 
mulheres grávidas infectadas com HIV-1 ou pacientes pediátricos com carga viral 
detectável; 4) quando é considerada uma profilaxia pós-exposição, procedendo-se neste 
caso à genotipagem do paciente fonte. Em pacientes não tratados com infecção crónica, 
nos quais é necessário iniciar o tratamento, o painel sugere o teste da resistência se a 
suspeita de resistência é elevada ou a prevalência de resistência nessa população seja 
superior a 10%. Em relação ao tipo de metodologia, o painel não favorece os métodos 
genotípicos em relação aos fenotípicos. No entanto, os primeiros são muito mais usados, 
dada a grande acessibilidade, menor custo e maior rapidez (Vandamme, A. M., et al, 
2004). 
1.2.2.1 Métodos fenotípicos 
Os testes fenotípicos têm a vantagem de avaliar com maior fidelidade a 
sensibilidade do vírus face a um fármaco. Contudo, estes são considerados pouco 
viáveis em laboratórios hospitalares pelo facto de serem metodologias trabalhosas e 
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complexas. Existem vários métodos para a fenotipagem do HIV-1: 1) cultura de células 
mononucleares de sangue periférico; 2) tecnologia de vírus recombinantes. Ambos se 
baseiam na capacidade dos vírus isolados do paciente em infectar células frescas na 
presença do antiretroviral em estudo. A produção de novos vírus monitoriza-se 
mediante diversos métodos (quantificação da produção de antigénio p24 ou da 
actividade da RT), podendo-se calcular a quantidade de fármaco necessário para que o 
crescimento do vírus se iniba em 50% ou em 90% (CI50 ou CI90, respectivamente). O 
mesmo procedimento realizado em estirpes de referência ou wild type permite conhecer 
o número de vezes que a CI50 da estirpe estudada está aumentada em relação à de 
referência, estimando-se assim a sensibilidade ou resistência ao fármaco. Actualmente, 
estão comercializados três métodos fenotípicos: Antivirogram (Virco, Mechelen, 
Belgium), PhenoSense (ViroLogic, South San Francisco, Calif.) e Phenoscript 
(Viralliance-SAS) (Soriano, V. et al, 2005). Apenas alguns laboratórios especializados 
realizam este tipo de testes (Vandamme, A. M., et al, 2004). 
1.2.2.2 Métodos genotípicos 
Os testes genotípicos são os mais usados na detecção de resistência a drogas 
anti-retrovíricas. Não só permitem detectar mutações presentes como misturas, mesmo 
que estas se encontrem em níveis demasiado baixos para afectar a susceptibilidade às 
drogas nos testes fenotípicos, mostrando assim resistências que poderão surgir por 
selecção induzida pelas drogas, como também detectar mutações que, apesar de por si 
só não provocarem resistência, indicam a existência de uma pressão selectiva (Shafer, 
R. W., 2002). 
- Sequenciação por hibridização 
A sequenciação por hibridização pode determinar a sequência completa de uma 
molécula de DNA desconhecida ou detectar mutações específicas (Shafer, R. W., 2002). 
O Affymetrix GeneChip é um desses métodos e permite determinar a sequência 
completa do gene protease e os primeiros 1200 nucleótidos do gene RT do HIV-1 
(Shafer, R. W., 2002). Este baseia-se na hibridização de produtos de RT-PCR, 
utilizando oligonucleótidos imobilizados numa microplaca ou chip, que permitem a 
identificação do nucleótido presente em cada posição. Os produtos de PCR estão 
marcados com moléculas fluorescentes e uma vez realizada a hibridização, ocorrerá a 
análise dos sinais obtidos mediante um varrimento com um feixe de laser. As posições 
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de cada uma das sondas são conhecidas, de tal forma que os sinais se ordenam através 
de um programa que deduz a sequência (Soriano, V. et al, 2005). Os chips de DNA não 
são capazes de detectar inserções e delecções nas sequências virais bem como não são 
capazes de sequenciar subtipos não-B, uma vez que foram desenvolvidos com base na 
sequência do subtipo B do HIV-1 (Shafer, R. W., 2002). 
O INNO-LIPA HIV-1 (Innogenetics, Ghent, Belgium) permite detectar 
mutações específicas nos genes protease e RT do HIV-1. Este teste possui sondas para 
os alelos mutados e wild-type, fixadas em tiras de nitrocelulose. Produtos de RT-PCR 
marcados com biotina de doentes são hibridizados. Um complexo de enzima-avidina e 
enzima substrato produz uma mudança de cor nos locais da tira onde houve hibridização 
do produto com a sonda. Este ensaio é limitado, porque apenas detecta determinadas 
mutações e tem uma taxa de 20% de resultados sem interpretação, devido a falhas na 
hibridização, o que é provável de ocorrer nos casos em que se observam mutações 
pouco comuns nos codões chave (Shafer, R. W., 2002). 
Métodos que permitem determinar mutações pontuais, como o INNO-LIPA 
HIV-1 (Innogenetics, Ghent, Belgium), são mais baratos e possuem uma sensibilidade 
maior na detecção de mutações presentes em pequenas proporções de vírus circulantes. 
Como requerem somente equipamentos de laboratório simples, são úteis em áreas que 
ainda não têm acesso a sequenciadores sofisticados (Shafer, R. W., 2002).  
Apesar de se terem detectado algumas discrepâncias nos resultados obtidos em 
estudos comparativos destas duas técnicas de hibridização, ambas possuem uma 
capacidade similar para identificar mutações com potencial relevância clínica (Wilson, 
J.W. et al, 2000). 
- Sequenciação directa 
A sequenciação directa é o método genotípico mais usado neste tipo de estudos 
(Shafer, R. W., 2002). Existem dois kits comerciais de genotipagem dos genes RT e 
protease do HIV-1, aprovados pelo FDA: Celera Diagnostics ViroSeqTM HIV-1 
Genotyping System (version 2.0) e Trugene HIV-1 Genotyping Kit/OpenGene DNA 
Sequencing System (Bayer Healthcare, US) (Eshleman, S. H., 2004; Shafer, R. W., 
2002).  
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Em laboratórios clínicos, são preferíveis estes kits aos métodos in house, uma 
vez que os primeiros foram já submetidos a numerosos estudos de controlo de qualidade 
bem como a perfis de validação (Shafer, R. W., 2002). 
 
- Celera Diagnostics ViroSeqTM HIV-1 Genotyping System (version 2.0) 
O ViroSeq HIV-1 Genotyping System (Celera Diagnostics, Alameda, Calif.) é 
um sistema integrado que permite a genotipagem da protease e RT do HIV-1. Este 
sistema usa 9 ou 10 primers: 1 para a transcrição reversa, 2 para a amplificação por PCR 
e 6 ou 7 para a sequenciação (Fig 12). (Esheleman, S. H. et al, 2004) 
Este sistema foi desenvolvido e optimizado para a genotipagem do subtipo B do 
HIV-1. Diferenças específicas do subtipo nos locais de ligação dos primers poderiam 
dificultar a genotipagem de subtipos não-B do HIV-1. No entanto, numerosos estudos 
(Esheleman, S. H. et al, 2004; Jagodzinski, L. L. et al, 2003; Mracna, M. et al, 2001) 
vieram demonstrar que este sistema permite a genotipagem de estirpes de HIV-1 
geneticamente diversas.   
- TRUGENE HIV-1 Genotyping Kit/OpenGene DNA Sequencing System (Bayer 
Healthcare, US) 
O TRUGENE HIV-1 Genotyping Kit/OpenGene DNA Sequencing é um sistema 
integrado que igualmente permite a detecção de mutações nas sequências protease e 
transcriptase reversa do HIV-1. Incorpora a transcrição reversa-PCR de RNA de HIV-1 
extraído, uma amplificação e um passo de sequenciação conjugados (CLIP), 
electroforese em gel de poliacrilamida, análise semi-automática dos dados obtidos e 
formação de um relatório interpretativo dos dados, baseado em algoritmos 
desenvolvidos e periodicamente revistos por um comité internacional (Grant, R. M. et 
al, 2003). 
Este sistema, tal como o ViroSeq, foi desenvolvido e optimizado para a 
genotipagem do subtipo B do HIV-1, tendo-se mostrado um método eficiente e 
reprodutível (Grant, R. M. et al, 2003, Jagodzinski, L. L. et al, 2003). Para a análise de 
subtipos não B foi introduzida uma nova versão dos primers, a versão 1.5. Estes primers 
já permitem a análise de subtipos não B no sistema TRUGENE (Grant, R. M. et al, 
2003, Jagodzinski, L. L. et al, 2003).  
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Figura 12 – Primers usados nas reacções de sequenciação das regiões protease e transcriptase reversa. A 
parte superior mostra o nome dos primers TRUGENE e a sua orientação em relação à região do genoma 
do HIV-1 que é sequenciada. A parte inferior mostra o nome e a orientação dos primers usados no teste 
ViroSeq.  (Jagodzinski, L. L. et al, 2003) 
Verificou-se uma grande concordância entre os resultados obtidos pelos dois 
métodos (cerca de 99%), tendo já em conta as diferenças entre as estirpes de referência 
que cada um deles utiliza. Em termos de complexidade técnica, são semelhantes, mas no 
que respeita ao protocolo são muito diferentes. A realização manual dos ensaios, a 
interpretação dos electroferogramas e a análise dos dados obtidos requer uma avaliação 
cuidadosa e especializada. Na análise de electroferogramas, o problema mais 
significativo é a interpretação de mistura de populações de vírus que resulta em picos 
duplos. A maior parte da discrepância de resultados surge precisamente quando numa 
mesma amostra há mistura de populações de vírus. Relativamente aos relatórios finais 
fornecidos, na técnica TRUGENE eles contêm informação relacionando as mutações à 
resistência a drogas. ( Erali, M. et al; 2001) 
Estudos comparativos entre a sequenciação directa e os testes LIPA 
demonstraram concordância nos resultados, para a maior parte dos isolados clínicos. 
Apenas foram detectadas pequenas discrepâncias (inferior a 1% dos codões analisados). 
O LIPA é um método mais sensível na detecção de misturas de populações virais. No 
entanto, para além da identificação dos codões ser mais exaustiva na sequenciação 
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directa, o LIPA apresenta falhas na hibridização, causada por mutações não comuns em 
codões chave (Garcia-Bujalance, S. et al, 2005; Servais, J. et al, 2001). 
1.2.2.2.1 Sistemas interpretativos dos resultados dos testes genotípicos de 
resistência  
A interpretação da resistência é crucial. Os resultados dos testes devem ser 
interpretados no contexto de todos os factores importantes para a resposta terapêutica, 
uma vez que esta está dependente de muitos factores, e não apenas da resistência. A 
resistência não é uma variável discreta, no entanto a maior parte dos sistemas 
interpretativos genotípicos consideram categorias discretas (por exemplo, susceptível, 
susceptibilidade reduzida e resistente), resultante da necessidade de fornecer conselhos 
simples e directos, mas também porque sistemas deste tipo são mais facilmente 
concebidos. Os sistemas interpretativos actualmente mais usados encontram-se na tabela 
1 (Vandamme, A. M., et al, 2004). 
Tabela 1 - Sistemas interpretativos dos resultados dos testes genotípicos de resistência. (Adaptado de 
Vandamme, A. M., et al, 2004). 
Sistema Fonte de informação Acesso (web) 
Stanford, -test version Regras delineadas por peritos http://hivdb.stanford.edu/ 
VirtualPhenotype Base de dados (>29000 G/P) http://www.vircolab.com 
Geno2pheno, v2.1 Base de dados (>600 G/P) http://www.genafor.org 
RetrogramTM, v1.6 Regras delineadas por peritos http://www.retrogram.com 
Rega v6.3, Belgium Regras delineadas por 
peritos 
http://www.kuleuven.ac.be/rega/cev/links/ 
http://www.ablnetworks.org 
http://www.hivdb.stanford.edu/pages/asi/ 
 CHL v3.2, Luxembourg Regras delineadas por http://www.ablnetworks.org 
 ANRS v2003, France Regras delineadas por 
peritos 
http://www.hivfrenchresistance.org/index.html 
http://www.hivdb.stanford.edu/pages/asi/ 
 TRUGENETM, 
VGI/Bayer 
Regras delineadas por 
peritos 
http://www.trugene.com 
ViroSeqTM, ABI/Abbott Regras delineadas por Sven.Thamm@abbott.com 
GeneSeqHIV (v3.0) Base de dados (>38000 G/P) e 
regras delineadas por peritos 
http://www.virologichiv.com 
*Estes algoritmos são permanentemente actualizados. G/P, genotype/phenotype 
Estes sistemas estão baseados em dois conceitos diferentes. Alguns tentam 
primeiro prever o fenótipo, assumindo que este prevê a resposta terapêutica, como o 
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Geno2Pheno e VirtualPhenotype. Os restantes sistemas tentam primariamente prever a 
resposta terapêutica. Num estudo comparativo entre os resultados obtidos nos sistemas 
Retrogram, Trugene e VirtualPhenotype, verificou-se uma melhor performance nos dois 
primeiros. Mesmos nos sistemas em que se verifica uma correlação com os resultados 
terapêuticos, foram encontradas discrepâncias significativas na interpretação, 
especialmente em estirpes não-B (Vandamme, A. M. et al, 2004). 
1.2.2.3 Limitações dos testes usados no estudo da resistência a drogas anti-
retrovíricas 
Diversos factores limitam a utilidade quer dos testes fenotípicos, quer dos 
genotípicos: A complexa relação entre a resistência a drogas e a falha clínica, sendo por 
vezes díficil distinguir a contribuição da resistência na falha terapêutica; a existência 
num mesmo individuo de numerosas variantes de HIV-1 muitas vezes indetectáveis; e a 
extensa resistência cruzada dentro da mesma classe de drogas, que faz com que muitas 
vezes os clínicos, perante os resultados dos testes de resistência, tenham poucas opções 
de tratamento (Shafer, R. W., 2002).  
A resistência a drogas não é a única causa da falha terapêutica. A não aderência, 
o uso de regimes terapêuticos insuficientemente potentes e factores farmacocinéticos 
que diminuem os níveis de uma ou mais drogas no regime, também contribuem para a 
falha terapêutica (Shafer, R. W., 2002). 
A incapacidade em detectar variantes resistentes do HIV-1 minoritárias também 
constitui uma limitação dos testes usados no estudo da resistência a anti-retrovirais 
(Shafer, R. W., 2002). Nenhum dos testes de resistência actualmente usados permite 
detectar as variantes resistentes minoritárias presentes abaixo dos 20-30% da população 
viral total (Vandamme, A. M. et al, 2004). Para aumentar a probabilidade de identificar 
todas as mutações presentes na população viral de um paciente, é importante obter 
amostras de plasma para o teste de resistência antes de parar ou mudar um regime 
terapêutico e, quando se interpretam os resultados do teste, considerar a história do 
tratamento do paciente (Shafer, R. W., 2002). 
A maioria das mutações que aparecem durante o tratamento contribuem para a 
resistência de múltiplas drogas dentro da mesma classe. Esta resistência cruzada, apesar 
de não ser uma limitação directa dos testes de resistência, limita a utilidade destes testes, 
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particularmente em doentes já submetidos a diversos regimes terapêuticos (Shafer, R. 
W., 2002). 
 
1.2.3 Epidemiologia das resistências a drogas anti-retrovíricas 
Nos Estados Unidos, estima-se que entre 1% a 27% dos pacientes não tratados já 
possuem resistência a determinadas drogas. Na Europa, a percentagem varia entre 2% a 
52% (Vandamme, A. M. et al, 2004).  
Algumas das mutações reportadas nos pacientes não tratados não são resultado da 
transmissão de resistência, mas sim de polimorfismos, especialmente em subtipos não-
B. Ainda não está claro como é que estes poderão afectar o tratamento inicial. Outras 
mutações, como Y215A/C/D/S, que possuem um fenótipo wild type, são indicativas de 
uma resistência a drogas no passado, estando associadas a uma resposta terapêutica 
reduzida. Estas considerações levam a pensar na necessidade em definir algoritmos que 
definam as mutações marcadoras da transmissão de resistência (Vandamme, A. M. et al, 
2004). 
Apesar de, em geral, serem encontradas mutações similares associadas a 
resistências em subtipos B e não-B, já foram relatadas algumas diferenças nos 
mecanismos de resistência de acordo com o subtipo. Por exemplo, em pacientes que 
falham uma terapia contendo nelfinavir, as estirpes B normalmente desenvolvem a 
mutação D30N, enquanto que os subtipos A, C ou G, desenvolvem mais frequentemente 
a mutação L90M. De um modo semelhante, durante a falha com um NNRTI, é mais 
frequente observar a mutação V106M no subtipo C, enquanto que a L210W é menos 
frequente na falha com NRTIs no subtipo F. As estirpes subtipo não-B também 
possuem uma prevalência maior de mutações secundárias associadas à resistência a PIs 
e novas variantes em posições associadas a resistência a NNRTIs. Recentemente, foi 
identificada uma nova mutação, L89I, associada à falha terapêutica com PIs e 
resistência fenotípica a drogas nos subtipos G e F, mas não no subtipo B (Vandamme, 
A. M. et al, 2004). A presença de mutações silenciosas em locais associados a 
resistência a antiretrovirais na região RT de vírus subtipo C parecem facilitar alterações 
nesses codões que levem ao aparecimento de resistência. Estes vírus parecem progredir 
mais rapidamente para a resistência após tratamento com NNRTIs (Spira, S. et al, 
2003). 
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As infecções não-B são simultaneamente menos susceptíveis ao HAART (Highly 
Active Antiretroviral Therapy), bem como estatisticamente associadas a uma mais 
rápida progressão de padrões mutacionais pós-HAART que os isolados B. Para além 
disso, à parte de considerações genéticas, o facto dos países em desenvolvimento 
poderem dificilmente suportar regimes com várias drogas para cada paciente, tendo de 
recorrer a terapias subóptimas, como por exemplo a biterapia (AZT/3TC), favorece o 
acelerado desenvolvimento de resistência a drogas nestas regiões. Por exemplo, 7-29% 
das mulheres grávidas a quem foi administrada uma monoterapia de AZT 
desenvolveram estirpes resistentes ao AZT, tal como 5-21% dos filhos infectados. Dado 
o dinamismo  da distribuição global das diferentes formas do HIV-1, os países 
desenvolvidos têm interesse no screening dos fenótipos e genótipos dos subtipos não-B, 
e em assegurar a disponibilidade das drogas anti-retrovíricas para o tratamento da 
doença do HIV por todo o mundo (Spira, S. et al, 2003). 
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2.1 Introdução 
A Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA), considerada a primeira 
grande pandemia da segunda metade do século XX, resulta da infecção pelo vírus da 
imunodeficiência humana (HIV) (Prescott, L.M. et al, 1996). Em 2004, cerca de 39.4 
milhões de pessoas encontravam-se infectadas com HIV-1 em todo o mundo (AIDS 
Epidemic Update: December 2004. World Health Organization. 
[http://www.who.int/hiv]).  
Uma das principais características do HIV-1 é a sua enorme variabilidade 
genética. Esta resulta da elevada taxa de erro da sua transcriptase reversa, bem como do 
rápido turnover dos viriões nos indivíduos infectados com HIV-1. Para além disso, esta 
enzima é conhecida por ser muito recombinogénica, daí que diferentes combinações 
genómicas possam ser geradas em indivíduos infectados com vírus geneticamente 
diferentes (Peeters, M., 2000). As numerosas estirpes do HIV-1 podem ser divididas em 
grupos, subtipos, sub-subtipos e formas recombinantes circulantes (CRFs) (Robertson, 
D. L. et al, 2000). Dentro do grupo M (Major), o grupo ao qual pertencem a maior parte 
das estirpes do HIV-1, distinguem-se 9 subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J, K) (Peeters, M., 
2000; Robertson, D. L. et al, 2000). As formas recombinantes circulantes (CRFs) 
possuem um papel importante na pandemia do HIV-1 (Robertson, D. L. et al, 2000). 
Actualmente, estão reconhecidas 16 CRFs para o grupo M do HIV-1 (Los Alamos HIV 
Sequence Database [http://hiv-web.lanl.gov]). A distribuição geográfica dos subtipos é 
um processo dinâmico (Spira, S. et al, 2003). O subtipo predominante encontrado nos 
países desenvolvidos do mundo ocidental, o subtipo B, difere consideravelmente dos 
subtipos e formas recombinantes existentes em África e Ásia, onde a maioria das 
pessoas infectadas com HIV-1 reside (Spira, S. et al, 2003). No entanto, na Europa a 
prevalência de subtipos não-B começa a existir e a crescer cada vez mais, 
principalmente nos países com ligações a África e em alguns países da Europa de Leste 
(Vandamme, A. M. et al, 2004).  
As drogas anti-retrovíricas são a forma de tratamento da infecção pelo HIV-1 
onde se têm registado avanços mais significativos (Shafer, R.W., 2002). Em Agosto de 
2005 estavam aprovadas vinte e uma drogas anti-retrovíricas pela FDA (Food and Drug 
Administration, USA): oito inibidores nucleósidos e nucleótidos da transcriptase reversa 
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(NRTIs), três inibidores não nucleósidos da transcriptase reversa (NNRTIs), nove 
inibidores da protease (PIs) e um inibidor de fusão (http://fda.gov/oashi/aids/virals.html 
- acesso realizado a 16/08/2005). Em indivíduos que nunca foram tratados e que 
possuem estirpes de HIV-1 susceptíveis a drogas, o uso combinado de três ou mais 
drogas provenientes de 2 classes diferentes pode levar a uma supressão prolongada do 
vírus e a uma reconstituição do sistema imunológico. No entanto, a margem de sucesso 
para atingir e manter a supressão do vírus é limitada. É necessário um esforço 
extraordinário por parte dos doentes para aderir a esta terapêutica. Este tipo de 
tratamento é caro, inconveniente e muitas vezes associado a efeitos laterais que limitam 
a dose. Para além disto, o desenvolvimento de resistência às drogas acaba por ser 
simultaneamente causa e consequência de uma incompleta supressão do vírus, 
constituindo assim uma limitação para o sucesso de uma futura terapêutica. (Shafer, 
R.W., 2002)  
A resistência a drogas anti-retrovíricas é mediada por mutações nos alvos 
moleculares da terapia (Shafer, R.W., 2002). Existem dois tipos de métodos para o 
estudo das resistências: os métodos fenotípicos, que medem a capacidade de um isolado 
de HIV-1 para crescer in vitro na presença de um inibidor, em comparação com uma 
estirpe conhecida susceptível; e os métodos genotípicos, que determinam o perfil 
mutacional do HIV-1 (Vandamme, A. M. et al, 2004). A nível clínico, os métodos 
genotípicos são os mais usados para detectar estas mutações (Shafer, R.W., 2002), dado 
que são testes mais rápidos, mais baratos e de maior facilidade de realização que os 
fenotípicos (Vandamme, A. M. et al, 2004).   
A influência da diversidade genética na resistência a drogas é de extrema 
importância no tratamento de indivíduos infectados com HIV-1 de subtipos não-B. Os 
regimes terapêuticos presentemente em uso foram desenvolvidos contra o subtipo B, 
podendo não ser igualmente efectivos nos subtipos não-B. Na realidade, já se verificou 
que as infecções não-B são simultaneamente menos susceptíveis à HAART (Highly 
Active Antiretroviral Therapy) e associadas estatisticamente a uma progressão mais 
rápida dos padrões mutacionais pós-HAART que os isolados B (Spira, S. et al, 2003). 
Daí o interesse de se efectuarem estudos epidemiológicos para verificar a prevalência de 
subtipos não-B, procedendo-se para isso à subtipagem das sequências obtidas nos testes 
de resistência. A recolha de dados relacionados com a resposta terapêutica em subtipos 
não-B e o planeamento de estudos clínicos, na Europa, que abordem as diferenças 
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registadas nos diferentes subtipos, são de extrema importância (Vandamme, A. M. et al, 
2004). 
 
2.2 Objectivo 
Este estudo teve como objectivo principal avaliar a diversidade genética do HIV-
1, na zona de influência do Hospital Geral de Santo António, S.A. Para além disso, 
também se comparou a prevalência quer de mutações associadas a resistência a drogas 
anti-retroviricas, quer de polimorfismos existentes em posições não associadas a 
resistência  na região protease e transcriptase reversa do gene pol, em vírus dos subtipos 
B e não-B. 
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3.1 População em estudo  
A população em estudo foi composta por 103 indivíduos infectados com HIV-1, 70 do 
sexo masculino e 33 do sexo feminino, seguidos no Hospital Geral de Santo António. A 
idade dos pacientes estava compreendida entre os 9 e os 83 anos (média de 38 anos e 
mediana de 37 anos). Todos os pacientes encontravam-se em tratamento com anti-
retrovirais e possuíam níveis de HIV-1 no plasma entre 50 a 500000 cópias/ml (média 
de 91413 cópias/ml e mediana de 11498 cópias/ml) (Versant HIV-1 RNA 3.0 Assay 
Bayer Healthcare).  
3.2 Colheita e processamento das amostras 
As amostras de sangue total destes pacientes foram colhidas entre Outubro de 2002 e 
Maio de 2005. A colheita foi feita em tubos com EDTA. O processamento destas 
amostras realizou-se num período máximo de 6 horas após a colheita. O plasma 
separado foi distribuído em alíquotas e conservado a -80ºC.  
3.3 Extracção do RNA 
Para todas as amostras, a extracção do RNA foi realizada a partir de 500 l de 
plasma, segundo o método incluído no ViroSeq HIV-1 Genotyping System version 2.0 
(Applied Biosystems, Foster City, Calif.). Este consiste primeiramente numa ultra 
centrifugação a 25,000g, para precipitar as partículas víricas, seguida da lise destas com 
um agente caotrópico. O RNA viral, assim libertado, é recuperado por precipitação com 
isopropanol-etanol. A eluição do pellet foi feita de acordo com as recomendações do 
fabricante, variando com a carga viral das amostras em estudo. Às amostras com uma 
carga viral inferior a 2000 cópias/ml, adicionou-se 25l de tampão de diluição, de 2000 
a 30000 cópias/ml, adicionou-se 50l de tampão de diluição e acima das 30000 
cópias/ml, adicionou-se 100l de tampão de diluição. 
3.4 Testes genotípicos 
A genotipagem do HIV-1 foi realizada recorrendo a dois sistemas comerciais: 
ViroSeqTM HIV-1 Genotyping System version 2.0 (Applied Biosystems, Foster 
City, Calif.) e Trugene HIV-1 Genotyping Kit / OpenGene DNA Sequencing 
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System (Bayer Healthcare, USA). Actualmente o ViroseqTM HIV-1 Genotyping 
System é produzido pela Celera Diagnostic, Abbot Laboratories, US.  
Foram analisadas 61 amostras pelo método ViroSeq, e 77 pelo método 
TRUGENE. Destas, 16, foram analisadas por ambos os métodos. 
 
3.4.1 ViroSeqTM HIV-1 Genotyping System (Applied Biosystems, 
Foster City, Calif.) 
Todos os passos foram executados segundo as recomendações do fabricante 
(Applied Biosystems, Foster City, Calif.). Foram usados 10 l do RNA extraído na 
reacção de transcrição reversa, com Moloney murine leukemia virus RT (desnaturação a 
65ºC durante 30 minutos, seguida de transcrição reversa a 42ºC durante 65 minutos, e 
finalizando com a desnaturação da enzima RT a 99ºC durante 5 minutos).  De seguida, 
procedeu-se ao PCR, com AmpliTaq Gold DNA polymerase (Applied Biosystems, 
Foster City, Calif.) (activação da Amperase uracil N-glycosilase a 50ºC durante 10 
minutos, activação da AmpliTaq Gold DNA polymerase 93ºC durante 12 minutos, 40 
ciclos de amplificação com desnaturação a 93ºC durante 20 segundos, hibridização a 
64ºC durante 45 segundos e polimerização a 66ºC durante 3minutos, e finalmente 72ºC 
durante 10 minutos). Os PCRs foram realizados com o sistema de controlo de 
contaminação Amperase uracil N-glycosilase, para reduzir o risco de os contaminar com 
produtos de reacções de amplificação anteriores. Os produtos de PCR foram purificados 
usando colunas Microcoon-100 (Millipore Corporation, USA), e analisados de seguida 
num gel de 1% SeaKem Gold agarose (Reliant Gel System, Cambrex, USA), para 
verificar o rendimento e o grau de pureza. Apenas se seguiu com a sequenciação nos 
produtos que apresentavam uma massa de DNA superior a 20 ng. A sequenciação foi 
realizada usando uma mistura de reagentes BigDye Terminator (Applied Biosystems) já 
fornecida e que contem sete primers diferentes. As condições das reacções de 
sequenciação foram (25 ciclos) desnaturação a 96ºC durante 10 segundos, hibridização 
a 50ºC durante 5 segundos e polimerização a 60ºC durante 4 minutos. Todas as 
amplificações anteriormente referidas foram realizadas no termociclador Perkin-Elmer 
9600 (Perkin-Elmer, USA). De seguida, procedeu-se à purificação dos produtos das 
reacções de sequenciação, por precipitação com uma solução de acetato de sódio (3.0M 
pH4.6) / etanol absoluto (1:26). Após desnaturação, os produtos purificados foram 
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postos a correr no sequenciador automático ABI PRISM 310 Genetic Analyser. Os 
dados obtidos foram analisados pelo software ViroSeq HIV-1 Genotyping System 
(Version 2.2). Este permite juntar os sete segmentos obtidos numa única sequência que 
inclui as regiões codificantes 1-99 do gene protease e as regiões codificantes 1-335 do 
gene da transcriptase reversa. Esta sequência, à medida que é editada manualmente, é 
comparada com uma estirpe de referência do HIV-1, a pNL4-3, sendo assim 
identificadas as mutações relacionadas com a resistência a drogas anti-retrovíricas, bem 
como outras. Após a edição manual da sequência, o programa fornece um relatório com 
todas as mutações encontradas, quer nas posições de resistência, quer nas restantes. 
 
3.4.2 Trugene HIV-1 Genotyping Kit (Bayer Healthcare, US) 
Todos os passos foram executados segundo as recomendações do fabricante 
(Bayer Healthcare, US), excepto a extracção de RNA que foi realizada segundo o 
método descrito no ponto 3.3. A uma alíquota de 17 l de RNA extraído, adicionou-se 
uma mistura de reagentes de RT-PCR contendo inibidor de RNases, primers específicos 
(versão 1.5), dNTPs, ditiotreitol (DTT), tampão tris, magnésio, Moloney murine 
leukemia virus RT e Taq Polymerase. Os primers do RT-PCR usados neste kit 
amplificam todo o gene protease e os primeiros 250 codões da transcriptase reversa. A 
reacção de transcriptase reversa realizou-se a 90ºC durante 2 minutos, seguida de uma 
incubação a 50ºC durante 5 minutos. Ao fim deste tempo, adicionou-se a enzima RT, 
tendo de seguida procedido a uma incubação de 55 minutos a 50ºC, finalizando a 
reacção a 94ºC durante 2 minutos. A amplificação do DNA efectuou-se no mesmo tubo 
com as seguintes condições: 20 ciclos de 94ºC durante 30 segundos, 57ºC durante 30 
segundos, 68ºC durante 2 minutos; 17 ciclos de 94ºC durante 30 segundos, 60ºC durante 
30 segundos e 68ºC durante 2.5 minutos; finalizando a 68ºC durante 7 minutos. Esta 
reacção realizou-se com uma velocidade de variação de temperatura de 1ºC por 
segundo. Os produtos de RT-PCR não purificados (5l) foram usados em cada uma das 
16 reacções de sequenciação, baseadas no princípio CLIP (Yager, T. D. et al, 1999). 
Nestas reacções foram usados 4 pares de primers (Protease, P2, RT Beginning e RT 
Middle). Os primers protease permitem obter uma sequência bi-direccional do gene 
protease (do codão 10 ao 99) e uma sequência em pelo menos uma direcção do codão 1 
ao 9. Os primers P2 permitem obter uma sequência bi-direccional do gene protease (do 
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codão 21 ao 99) e uma sequência em pelo menos uma direcção do codão 7 ao 20. Os 
primers RT Beginning permitem obter uma sequência bi-direccional do gene 
transcriptase reversa (do codão 41 ao 139) e uma sequência em pelo menos uma 
direcção do codão 140 ao 142, e do codão 40. Os primers RT Middle permitem obter 
uma sequência bi-direccional do gene transcriptase reversa (do codão 148 ao 237) e 
uma sequência em pelo menos uma direcção do codão 138 ao 147, e do codão 238 ao 
247. Para cada segmento, foram usadas 4 reacções de sequenciação, contendo 4 
terminadores dideoxy (ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP), primers forward marcados 
com Cy5, e primers reverse marcados com Cy5.5. As reacções CLIP realizaram-se com 
as seguintes condições: 30 ciclos de 94ºC durante 20 segundos, 56ºC durante 20 
segundos, 70ºC durante 1.5 minutos, seguidos de uma extensão final a 70ºC durante 5 
minutos (velocidade de variação de temperatura de 1ºC por segundo). Todas as 
amplificações foram realizadas no termociclador Perkin-Elmer 9600 (Perkin-Elmer, 
USA). Após a reacção CLIP, adicionou-se uma solução STOP, tendo sido os produtos 
aquecidos a 95ºC durante 2 minutos para separar a cadeia dupla de DNA dos 
fragmentos. Uma fracção destes produtos de sequenciação CLIP não purificados (1.5l) 
foram carregados numa cassette MicroCelTM500, contendo um gel 6% de 
poliacrilamida-urea-Tris-borato-EDTA. A electroforese realizou-se a 2000V durante 50 
minutos. Na parte inferior do gel, localiza-se um feixe de laser que excita o corante 
fluorescente ligado aos fragmentos de DNA. Os detectores medem a quantidade e 
comprimento de onda da luz produzida pelo corante fluorescente. Cada reacção de 
sequenciação requereu 4 poços, um para cada uma das quatro cadeias de terminação 
dideoxinucleotídica (ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP). A aquisição e análise dos dados 
de sequenciação foi realizada usando o Gene Objects software (Visible Genetics, Inc.). 
Este software permite a aquisição automática e em tempo real dos dados provenientes 
do sequenciador de DNA (Long Read Tower Sequencer). Os fragmentos sequenciados 
são reunidos automaticamente e os electroferogramas são disponibilizados para uma 
revisão semi-automática, após o alinhamento com a sequência de referência HIV-1LAV-1 
e uma sequência de referência mutada, contendo as alterações nos codões que 
tipicamente se observam na resistência a drogas no HIV-1. Depois de analisar 
manualmente a sequência, é emitido um relatório com as mutações associadas a 
resistências a anti-retrovirais, mutações silenciosas em todas as posições e 
polimorfismos em posições não associadas a resistências; e um outro relatório 
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interpretativo dos resultados, que relaciona as mutações encontradas nas posições de 
resistência com as resistências a drogas anti-retrovíricas correntemente usadas. 
Em todos os ensaios foram incluídos dois controlos, um negativo e um positivo, 
fornecidos no kit. 
3.5 Determinação do subtipo 
As amostras sequenciadas foram analisadas por dois métodos rápidos de 
subtipagem: um fornecido pela Universidade de Stanford (Stanford HIV Reverse 
Transcriptase and Protease Sequence Database http://hivdb.stanford.edu) e outro do 
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nih.gov /projects 
/genotyping /formpage .cgi).  Algumas amostras também foram analisadas pelo método 
recentemente criado, REGA HIV-1 Subtyping Tool version 1.0, também 
disponibilizado pela Universidade de Stanford (http://hivdb.stanford.edu). 
 
3.5.1 Stanford HIV Reverse Transcriptase and Protease Sequence 
Database (http://hivdb.stanford.edu) (Rhee, S.Y. et al, 2003) 
Na base de dados Stanford HIV Reverse Transcriptase and Protease Sequence 
recorreu-se ao programa de interpretação de sequências HIVseq versão 4.0. Este 
programa para além de avaliar a qualidade da sequência em estudo, compara-a com 
sequências de subtipo conhecido, indicando o grau de similariedade com estas. Este 
método geralmente é preciso, no entanto no caso de aparecerem recombinantes inter-
subtipos, este não os caracteriza com precisão. 
 
3.5.2 National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi) (Rozanov, M. 
et al, 2004). 
O programa de genotipagem do NCBI permite a identificação do genótipo (ou 
subtipo) de sequências nucleotídicas virais recombinantes ou não-recombinantes. 
Trabalha, usando o BLAST para comparar a sequência em estudo com um conjunto de 
sequências referência de genótipo conhecido. No caso concreto do HIV-1, um total de 
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117 sequências referência representam 14 genótipos e subtipos do HIV-1, bem como 16 
formas circulantes recombinantes (CRFs). A sequência em estudo é dividida em 
fragmentos para comparação com a sequência referência de maneira a que a 
organização da estrutura mosaico das sequências recombinantes seja revelada. Os 
resultados são revelados graficamente, permitindo a determinação do genótipo da 
sequência em estudo, ou de todos os genótipos envolvidos bem como os breakpoints, 
caso a sequência seja recombinante. 
 
3.5.3 REGA HIV-1 Subtyping Tool (http://hivdb.stanford.edu ou 
http//www.bioafrica.net/subtypetool/) (De Oliveira, T. et al, 2005) 
O REGA HIV-1 subtyping tool é um sistema rápido e automático de 
genotipagem, disponível recentemente, que combina análises filogenéticas com métodos 
de bootscanning para a subtipagem genética de todo o genoma do HIV-1 ou de 
fragmentos deste.  
3.6 Análise estatística 
A análise estatistica foi executada com recurso ao Programa Statistica for 
Windows versão 4.5. 
A comparação da frequência de mutações associadas a resistências a drogas anti-
retrovíricas, bem como de polimorfismos, entre amostras subtipo B e subtipos não-B, 
foi efectuada com o teste chi-quadrado com correcção de Yates, utilizando um nível de 
significância de 95%. 
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Um total de 122 amostras de plasma de 103 pacientes infectados com HIV-1 e 
sob tratamento com drogas anti-retrovíricas foram enviadas para o Laboratório de 
Genética Molecular do Serviço de Hematologia Clínica do Hospital Geral de Santo 
António, para estudo genotípico de resistências a drogas anti-retrovíricas, entre Outubro 
de 2002 e Maio de 2005. Estas amostras apresentavam uma carga viral entre 50 a 
500000 cópias/ml (mediana de 11498 cópias/ml) (tabela 2). Todos os pacientes são de 
origem portuguesa, à excepção do paciente 45 que é natural de Moçambique e da 
paciente 83 de origem espanhola, mas infectada em Portugal. O paciente 65 é de origem 
portuguesa, mas foi infectado em Moçambique.  
O principal modo de transmissão observado foi a via sexual (tabela 2), com uma 
frequência de cerca de 49.5%. Segue-se a transmissão por partilha de agulhas em 
toxicodependentes por via endovenosa (EV) (30.1%). No entanto, é de referir que neste 
grupo, cerca de 42% dos indivíduos também tinham relações sexuais desprotegidas.  
Em 2.9% dos pacientes estudados a transmissão ocorreu por transfusão. Num 
dos pacientes (paciente 98) esta tinha sido efectuada em Luanda (Angola). Dois 
pacientes (pacientes 27 e 43)  são filhos de pai e/ou mãe HIV-1 positivos. No caso 
concreto do paciente 27, a infecção HIV-1 ocorreu provavelmente por transmissão 
vertical. 
Sessenta e uma amostras foram analisadas pelo método comercial de 
genotipagem ViroSeqTM HIV-1 Genotyping System (Applied Biosystems, Foster City, 
Calif.), enquanto que pelo Trugene HIV-1 Genotyping Kit (Bayer Healthcare, US) 
foram analisadas setenta e sete amostras. De todas as amostras, apenas 9 (7.4%) não 
amplificaram ou tiveram uma amplificação insuficiente para sequenciar. Foi no método 
ViroSeq onde se registou maior número de falhas na amplificação, nomeadamente em 8 
amostras. Estas amostras apresentavam uma carga viral compreendida entre 50 a 4387 
cópias/ml. No método TRUGENE, apenas uma amostra não amplificou, mas esta 
apresentava uma carga viral de apenas 50 cópias/ml. Para além destas 9 amostras, em 
duas não foi possível analisar, por má qualidade das sequências obtidas. 
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Das 122 amostras analisadas, dezasseis foram sequenciadas simultaneamente 
pelos dois métodos de genotipagem, ViroSeqTM HIV-1 Genotyping System  e Trugene 
HIV-1 Genotyping Kit. 
O método Viroseq permite a sequenciação de uma região mais extensa do gene 
pol (região protease – do codão 1 ao codão 99; região transcriptase reversa – do codão 1 
ao codão 335) que o método TRUGENE (região protease – do codão 4 ao codão 99; 
região transcriptase reversa – do codão 38 ao codão 247). Em relação à detecção das 
mutações associadas a resistências a drogas anti-retrovíricas (tabela 3 e 4), de uma 
maneira geral observa-se concordância entre os resultados obtidos pelos dois métodos. 
Apenas foram encontradas diferenças no paciente 58. Pelo método Viroseq foram 
detectadas as mutações L33I e V77I na região protease do gene pol, as quais não foram 
observadas na sequência obtida no método Trugene. Relativamente a este mesmo 
paciente, a mutação L100I, na região transcriptase reversa, foi apenas detectada na 
sequência obtida pelo método Trugene. Em relação às restantes mutações detectadas, 
não associadas a resistências, registaram-se algumas diferenças, nomeadamente nos 
codões 37 e 57 da região protease, bem como nos codões 122, 162 e 214 da região 
transcriptase reversa. Ver tabela 5 e 6. Isto deve-se ao facto de os dois métodos terem 
estirpes de referência HIV-1 diferentes.  
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Tabela 3 - Comparação dos resultados obtidos pelos métodos comerciais de genotipagem, ViroSeqTM HIV-1 Genotyping System (Applied Biosystems, Foster City, Calif.) e 
Trugene HIV-1 Genotyping Kit (Bayer Healthcare, US). Mutações associadas a resistências a drogas anti-retroviricas, encontradas na região protease do gene pol.  A 
vermelho estão assinalados os pontos de discordância entre os dois métodos. 
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Tabela 3 – (Continuação)Comparação dos resultados obtidos pelos métodos comerciais de genotipagem, ViroSeqTM HIV-1 Genotyping System (Applied Biosystems, Foster 
City, Calif.) e Trugene HIV-1 Genotyping Kit (Bayer Healthcare, US). Mutações associadas a resistências a drogas anti-retroviricas, encontradas na região protease do gene 
pol.  A vermelho estão assinalados os pontos de discordância entre os dois métodos. 
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Tabela 4 - Comparação dos resultados obtidos pelos métodos comerciais de genotipagem, ViroSeqTM HIV-1 Genotyping System (Applied Biosystems, Foster City, Calif.) e 
Trugene HIV-1 Genotyping Kit (Bayer Healthcare, US). Mutações associadas a resistências a drogas anti-retroviricas,  encontradas na região transcriptase reversa do gene 
pol.  A vermelho estão assinalados os pontos de discordância entre os dois métodos. 
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Tabela 4 – (Continuação) Comparação dos resultados obtidos pelos métodos comerciais de genotipagem, ViroSeqTM HIV-1 Genotyping System (Applied Biosystems, Foster 
City, Calif.) e Trugene HIV-1 Genotyping Kit (Bayer Healthcare, US). Mutações associadas a resistências a drogas anti-retroviricas,  encontradas na região transcriptase 
reversa do gene pol.  A vermelho estão assinalados os pontos de discordância entre os dois métodos. 
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Tabela 5 – Comparação dos resultados obtidos pelos métodos comerciais de genotipagem, ViroSeqTM 
HIV-1 Genotyping System (Applied Biosystems, Foster City, Calif.) e Trugene HIV-1 Genotyping Kit 
(Bayer Healthcare, US). Posições na região protease do gene pol, onde foram encontradas diferenças. 
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Tabela 6 – Comparação dos resultados obtidos pelos métodos comerciais de genotipagem, ViroSeqTM 
HIV-1 Genotyping System (Applied Biosystems, Foster City, Calif.) e Trugene HIV-1 Genotyping Kit 
(Bayer Healthcare, US). Posições na região transcriptase reversa do gene pol, onde foram encontradas 
diferenças. 
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Todas as sequências obtidas foram submetidas às bases de dados Stanford HIV 
Reverse Transcriptase and Protease Sequence Database (http://hivdb.stanford.edu) e 
NCBI (http://www.ncbi.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi). Na tabela 2 podem 
ser observados os resultados de subtipagem obtidos para cada algoritmo utilizado. 
O subtipo B foi identificado em 69 pacientes, dos 95 subtipados (72.6%), tendo 
sido observada concordância entre os resultados das análises das duas bases de dados. 
Na figura 13 é possível visualizar um exemplo da análise obtida no NCBI genotyping 
tool para um paciente subtipo B. Vinte e seis pacientes (27.4%) encontravam-se 
infectados com HIV-1 subtipo não-B. O subtipo C foi identificado em 4 pacientes (ver 
na figura 14 um exemplo da análise obtida no NCBI genotyping tool para um paciente 
subtipo C). O subtipo F foi observado apenas num paciente (figura 15). Foi identificado 
um paciente com a forma recombinante CRF02_AG (figura 16). Em relação a 18 
pacientes (11, 13, 19, 21, 28, 34, 37, 58, 63, 72, 77, 79, 81, 82, 88, 92, 93, 103), 
verificou-se uma discrepância nos resultados obtidos nas duas bases de dados. A 
Stanford definiu-os como pertencentes ao subtipo G, enquanto que a base de dados da 
NCBI (ver figura 17) definiu-os como pertencentes à forma recombinante CRF14_BG. 
Relativamente ao paciente 50, a Stanford definiu-o como pertencente à CRF02_AG. Na 
figura 18 é possível visualizar a análise da base de dados da NCBI. Nesse gráfico 
observam-se duas cores predominantes, uma referente à CRF02_AG e outra referente à 
CRF06_cpx, ficando assim a dúvida quanto ao subtipo desta amostra. O paciente 4 
parece estar infectado por uma forma recombinante. Na Stanford, verificou-se que o 
gene protease deste paciente possui 93.4% de similariedade com o subtipo K, ao passo 
que o gene RT possui 88.4% de similariedade com o subtipo F. O resultado obtido na 
NCBI pode ser visualizado na figura 19. 
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Figura 13 -  Subtipagem das regiões protease e transcriptase reversa do HIV-1 referente ao paciente 27, pelo NCBI genotyping tool. Sequência obtida pelo método 
TRUGENE. A cor dominante da barra horizontal superior sugere o subtipo B para esta amostra.  
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Figura 14 – Subtipagem das regiões protease e transcriptase reversa do HIV-1 referente ao paciente 45, pelo NCBI genotyping tool. Sequência obtida pelo método ViroSeq. 
A cor dominante da barra horizontal superior sugere o subtipo C para esta amostra. 
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Figura 15 – Subtipagem das regiões protease e transcriptase reversa do HIV-1 referente ao paciente 98, pelo NCBI genotyping tool. A sequência foi obtida pelo método 
TRUGENE. A cor dominante da barra horizontal superior sugere o subtipo F para esta amostra. 
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Figura 16 – Subtipagem das regiões protease e transcriptase reversa do HIV-1 referente ao paciente 30, pelo NCBI genotyping tool. A sequência foi obtida pelo método 
TRUGENE. A cor dominante da barra horizontal superior sugere o genótipo CRF02_AG para esta amostra. 
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Figura 17 – Subtipagem das regiões protease e transcriptase reversa do HIV-1 referente ao paciente 37, pelo NCBI genotyping tool. Sequência obtida pelo método ViroSeq. 
A cor dominante da barra horizontal superior sugere o genótipo CRF14 para esta sequência. 
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Figura 18 – Subtipagem das regiões protease e transcriptase reversa do HIV-1 referente ao paciente 50, pelo NCBI genotyping tool. Sequência obtida pelo método ViroSeq.  
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Figura 19 – Subtipagem das regiões protease e transcriptase reversa do HIV-1 referente ao paciente 4, pelo NCBI genotyping tool. Sequência obtida pelo método TRUGENE. 
Não se consegue visualizar uma cor dominante na barra superior horizontal. 
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Recentemente ficou disponível um outro sistema rápido e automático de 
subtipagem, REGA HIV-1 Subtyping Tool – Version 1.0. Apenas foram submetidas a 
este método as sequências das amostras onde não se chegou a um resultado definitivo 
quanto ao subtipo a que pertencem. Este método, REGA HIV-1 Subtyping Tool – 
Version 1.0., sugeriu o genótipo CRF06_cpx (bootstrap de 96%) para a sequência 
relativa ao paciente 50. Na figura 20 é possível visualizar graficamente o resultado 
obtido na análise. 
 
Figura 20 – Subtipagem das regiões protease e transcriptase reversa do HIV-1 referente ao paciente 50, 
por bootscanning (REGA HIV-1 Subtyping Tool – Version 1.0).  
A sequência relativa ao paciente 4 também foi submetida a este método 
filogenético, no entanto, não se obteve qualquer resultado.  
Também se submeteram algumas sequências (pacientes 34, 37, 58 e 77) 
identificadas como subtipo G pelo método da Universidade de Stanford e como 
CRF14_BG pelo método NCBI, ao REGA HIV-1 Subtyping Tool – Version 1.0. Este 
método identificou-as como pertencentes ao subtipo G. Na figura 21 é possível 
visualizar graficamente o resultado obtido na análise relativa à amostra do paciente 77. 
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Figura 21 – Subtipagem das regiões protease e transcriptase reversa do HIV-1 referente ao paciente 77, 
por bootscanning (REGA HIV-1 Subtyping Tool – Version 1.0). Este método identificou a infecção HIV-
1 deste paciente como pertencente ao subtipo G (bootstrap de 89.0%).  
Relativamente às cento e onze amostras sequenciadas também foi determinada a 
prevalência de mutações associadas a resistências a drogas anti-retrovíricas (ver tabela 
7). Cinco amostras (4.1%) não apresentavam nenhuma mutação associada a resistência. 
A mutação K103N foi a mutação associada à resistência a NNRTIs registada com maior 
frequência na nossa amostra populacional. Nas mutações associadas à resistência a 
NRTIs, a T215Y/F foi a mais prevalente. Relativamente à resistência a PIs, a mutação 
secundária L63P foi a mais frequente (57.6%).  
Comparando o resultado obtido nas amostras com infecção B com o obtido nas 
não-B, verificaram-se algumas diferenças significativas em algumas posições 
associadas à resistência a PIs e a NRTIs (tabela 8). Em relação a NNRTIs, não se 
observaram diferenças significativas na prevalência de mutações associadas à 
resistência entre os subtipos B e não-B (tabela 8). 
A frequência de mutações nas posições 20 e 36 da região protease é maior nas 
infecções por subtipo não-B do que nas de subtipo B. Nesta região não se observaram 
diferenças significativas ao nível da prevalência de mutações primárias (mutações que 
por si sós reduzem a susceptibilidade a drogas anti-retrovíricas) entre os dois grupos de 
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subtipos. Relativamente ao subtipo B, observou-se uma maior frequência (69.1%) da 
mutação L63P  relativamente aos não-B (26.7%). A mutação A71V/T também teve uma 
maior frequência nas amostras subtipo B que nas não-B. A mutação V77I apenas foi 
encontrada em amostras subtipo B.   
Tabela 7 – Frequência das mutações associadas à resistência a drogas anti-retrovíricas 
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Tabela 8 – Prevalência das mutações associadas à resistência a anti-retrovirais nas amostras estudadas subtipo B e nas subtipos não-B. A vermelho encontra-se indicada a 
frequência predominante entre o subtipo B e subtipos não-B.
As mutações primárias estão indicadas a azul. 
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Tabela 9 – Prevalência de alguns polimorfismos nas amostras estudadas subtipo B e nas subtipos não-B. A vermelho encontra-se indicada a frequência predominante entre o 
subtipo B e subtipos não-B. 
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As mutações K70R e K219Q/E, associadas à resistência a NRTIs, foram 
encontradas mais frequentemente nas infecções não-B (33.3% e 26.7%, 
respectivamente) que nas B (12.3% e 8.6%, respectivamente). As mutações F116Y e 
Q151M, associadas à multi-resistência a NRTIs, foi observada apenas em infecções 
não-B, tendo aí, cada uma delas, uma frequência de 10.0%.  
Para além  de se terem verificado diferenças na prevalência de mutações 
associadas a resistências a anti-retrovirais entre as infecções B e não-B, isso também foi 
observado em relação a determinados polimorfismos (tabela 9). Todas as amostras não-
B (30) possuíam polimorfismos nas posições 69 (H69K/N/Q/R) e 89 (L89M/I/V), da 
região protease do gene pol. Relativamente aos polimorfismos E35D/N e R41K, 
verificou-se uma maior frequência nas não-B (90.0% e 96.7%, respectivamente) que nas 
B (46.9% e 28.4%, respectivamente). Na região RT do gene pol, as posições 123, 173, 
207 e 211 também parecem estar mais sujeitas a alterações nas infecções não-B, que nas 
B (ver tabela 7). As mutações V60I, D177E, T200A e V245Q também possuem uma 
maior prevalência nas amostras subtipo B. A mutação Q174K apenas foi encontrada nas 
amostras de subtipos não-B.  
Analisando os resultados obtidos para as amostras identificadas como sendo 
subtipo G, pelo método Stanford, comparativamente com os obtidos para as restantes 
amostras, verificou-se que alguns polimorfismos parecem ser característicos deste 
subtipo, nomeadamente V82I, na região protease (81% contra 7.4% de prevalência nas 
amostras subtipo B); e A98S na região transcriptase reversa(100% contra 9.9% de 
prevalência nas amostras subtipo B). É de notar que nas restantes amostras de subtipos 
não-B não se encontraram estas duas mutações. 
Em relação às amostras identificadas como subtipo C, verificou-se que todas 
elas apresentavam os polimorfismos I15V e I93L, no gene protease; e S48T, no gene 
transcriptase reversa. Também se verificou que todas elas possuiam mutações no codão 
19, do gene protease; e no codão 39, no gene transcriptase reversa. 
No paciente 26 (subtipo C), foi encontrada uma inserção na posição 36 do gene 
protease (M36TV). 
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O subtipo B constituí a forma de HIV-1 predominante na Europa. No entanto, 
com a crescente imigração e globalização, está a aumentar a  prevalência de infecções 
por subtipos não-B, tipicamente encontrados em África e na Ásia (Spira, S. et al, 2003; 
Vandamme, A. M. et al, 2004). Em Portugal, num estudo realizado em Lisboa e Porto, 
entre 1998 e 2000, foi observada uma prevalência de 13% e 18% de subtipos não-B, 
respectivamente (Vandamme, A. M. et al, 2004).  Num outro estudo (Esteves, A. et al, 
2002), realizado apenas com pacientes da zona metropolitana de Lisboa, entre 1998 e 
2000, os subtipos não-B tinham uma prevalência de 50%. Destes, 77.4% foram 
encontrados em indivíduos imigrantes de origem africana e 33.4% em indivíduos de 
origem portuguesa. Em Espanha, também com ligações aos países africanos, observa-se 
igualmente uma grande prevalência de subtipos não-B (Holguin, A. et al, 2002; Perez-
Alvarez, L. et al, 2003). Na população aqui estudada, composta por indivíduos seguidos 
no Hospital Geral de Santo António, foi igualmente encontrada uma grande 
percentagem de infecções HIV-1 por subtipos não-B (27.4%), não se distanciando, por 
conseguinte, dos resultados obtidos não só noutras áreas do nosso país, bem como em 
Espanha. 
Dos indivíduos com infecções por subtipos não-B, cerca de 69% estavam 
infectados por um subtipo que não foi possível definir como sendo G ou forma 
recombinante B/G. Para esclarecer propõe-se o estudo da região env do vírus. Como é 
possível visualizar na figura 6, a forma recombinante CRF14_BG identifica-se com o 
subtipo G no gene pol e com o subtipo B na região env. Sendo assim, será necessário, 
nestas amostras, sequenciar este gene, para esclarecer o subtipo a que pertencem. A 
existência desta forma recombinante (CRF14_BG) já foi documentada quer em 
Portugal, quer em Espanha. Num estudo realizado nos Hospitais da Universidade de 
Coimbra (Duque, V. et al, 2003) foram identificadas, num grupo de 18 indivíduos, 
provavelmente infectados fora de Portugal, formas recombinantes B/G, tendo-se 
confirmado que estas formas recombinantes já se encontram actualmente em circulação 
no nosso país. Também em Espanha, já foram encontradas formas recombinantes B/G 
(Soriano, V. et al, 2005). Em 48 pacientes, em que as sequências PR e RT pertenciam 
ao subtipo G, 70% possuíam sequências env de outros subtipos, nomeadamente A 
(55.6%), B (11.1%) ou K (3.7%). A maior parte dos vírus seriam CRF02_AG, mas 
também foram encontradas algumas CRF14_BG. É de notar que neste estudo, dos 3 
pacientes identificados como estando infectados com HIV-1 CRF14_BG, um era 
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espanhol, outro português e outro cabo-verdiano. Na região da Galiza, foram 
encontradas formas recombinantes B/G em indivíduos toxicodependentes por via 
endovenosa, a maior parte deles sem contactos conhecidos com fontes não europeias 
(Thomson, M. M. et al, 2001). Dada a proximidade com a Galiza, poder-se-ia pensar na 
ligação dos vírus B/G encontrados em Coimbra com os da Galiza, no entanto dada a 
larga distância genética encontrada entre os isolados dos vírus, põs-se de parte esta 
hipótese (Duque, V. et al, 2003).  
Na nossa amostra populacional foram identificados 4 pacientes infectados com 
HIV-1 subtipo C, todos eles por via sexual (ver tabela 2). Este subtipo predomina na 
África Oriental e do Sul, Índia e Nepal, estando associado à transmissão sexual (Spira, 
S. et al, 2003). Um paciente encontrava-se infectado pelo vírus subtipo F, 
provavelmente contagiado em Angola, região onde já foi reportado este subtipo 
(Abecassis, A. et al, 2005; Bartolo, I. et al, 2005). Relativamente, a um dos pacientes 
(ver tabela 2) não foi possível chegar a uma conclusão na subtipagem. A partir das 
análises NCBI e Stanford apenas se conclui que no gene pol coexistirão sequências de 
pelo menos dois subtipos. Neste paciente, propõe-se em primeiro lugar sequenciar uma 
zona mais extensa do gene pol, do que aquela que foi realizada, e proceder-se à sua 
análise filogenética. Este paciente poderá estar infectado por uma CRF (Circulating 
Recombinant Form) ou até mesmo uma URF (Unique Recombinant Forms). 
Ao analisar as mutações associadas a resistências a drogas anti-retroviricas, 
encontraram-se algumas diferenças significativas entre vírus B e não-B. Tal como já foi 
descrito (Vandamme, A. M. et al, 2004), nos vírus não-B observou-se uma maior 
prevalência de mutações secundárias associadas à resistência a PIs. Num estudo 
realizado em Madrid (Holguin, A. et al, 2002), com pacientes de origem africana e 
nativos infectados no estrangeiro, os genótipos que mais frequentemente ocorriam nos 
subtipos não-B em relação ao B ocorriam nas posições 20 e 36 da região protease, o que 
está de acordo com os nossos resultados (ver tabela 5). Por outro lado, a mutação L63P 
foi encontrada mais frequentemente no subtipo B que nos não-B, tal como já foi 
verificado anteriormente (Holguin, A. et al, 2002). Em relação às posições associadas a 
resistências às NRTIs, nas amostras subtipos não-B, verificou-se uma maior prevalência 
das mutações K70R, F116Y, Q151M, K219Q/E (p<0.05). Um facto a realçar é a 
ocorrência apenas em amostras não-B (2 pacientes) de duas mutações, a F116Y e a 
Q151M, que estão associadas à resistência a todas as NRTIs. 
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Não foram encontradas diferenças significativas na frequência de mutações 
associadas à resistência a NNRTIs entre as amostras B e as não-B. Está descrito que as 
estirpes subtipo C podem seleccionar mais rapidamente para a resistência a NNRTIs que 
as estirpes B (Spira, S. et al, 2003; Vandamme, A. M. et al, 2004). Como na nossa 
amostra populacional temos apenas 4 pacientes, não foi avaliada esta evidência. 
No estudo presente, todas as amostras subtipos não-B apresentavam alterações na 
posição 69 (H69K/N/Q/R) e na posição 89 (L89M/I/V) da região protease (L89M/I/V). 
Nas subtipos não-B, as H69K e L89M foram as mais frequentes nestas posições (28/30 
e 25/30, respectivamente). A L89I foi encontrada em 4 amostras, todas elas subtipo G 
(segundo a análise Stanford), não tendo sido encontrada em amostras subtipo B. Esta 
mutação, apesar de em Jonhson, V. A. et al, 2005 não a identificarem como estando 
associada à resistência a PIs, já foi associada à falha terapêutica com PIs em subtipos G 
e F, mas não no subtipo B (Vandamme, A. M. et al, 2004). Os polimorfismos I13V e 
R41K também parecem ser característicos dos subtipos não-B (p<0.0001). Por seu lado, 
na região RT, em algumas posições, nomeadamente na 123, 173 e 207, parecem ocorrer 
mais frequentemente mutações nos subtipos não-B. As mutações V60I, Q174K, D177E 
e V245Q também possuem uma maior frequência nos subtipos não-B. A T200A foi 
encontrada em todas as amostras subtipo não-B (ver tabela 9). Estas observações vão 
um pouco de encontro a um estudo (Perez-Alvarez, L. et al, 2003), já referido 
anteriormente, em que se detectou uma maior frequência de determinados 
polimorfismos nos vírus HIV-1 não-B que nos B, mais concretamente na região PR: 
I13V, K20I, M36I, R41K, H69K, L89M e na região RT: D123S, Q174K, D177E, 
T200A, V245Q.  
No paciente 26 foi encontrada uma inserção na posição 36 da região protease. 
Esta inserção, M36TV, já foi identificada em dois pacientes em Coimbra, um indivíduo 
do sexo masculino, raça caucasiana, heterossexual com provável contágio sexual na 
Europa Central (Acession Number NCBI: AF486269) e um indivíduo do sexo 
masculino, raça caucasiana, toxicodependente (Acession Number: AF486270). Tal 
como a nossa paciente, estes possuem uma infecção HIV-1 subtipo C. No HIV, as 
mutações pontuais são frequentes ao contrário das inserções e delecções (Shafer, R. W., 
2002). É de notar que esta inserção localiza-se numa posição onde ocorre uma mutação 
secundária associada à resistência a inibidores da protease, a M36I, e que os subtipos 
não-B possuem já como um polimorfismo. As mutações secundárias normalmente 
emergem antes das primárias, e elas por si só não têm um efeito significativo no 
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fenótipo (Jonhson, V. A. et al, 2005). Relativamente a esta inserção não foram 
encontrados mais nenhuns dados, por isso será interessante ter especial atenção em 
relação à evolução desta paciente para saber se esta inserção tem alguma influência na 
evolução da terapia, e consequentemente na evolução da infecção. 
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Neste estudo foi feita pela primeira vez a caracterização genética do HIV-1 em 
pacientes seguidos no Hospital Geral de Santo António. O subtipo B foi sem dúvida a 
variante HIV-1 predominante nesta amostra populacional, mas os subtipos não-B já 
representam uma grande percentagem nas infecções HIV-1 aqui encontradas. A 
subtipagem foi realizada apenas com base na sequência pol. A região pol do HIV-1 é 
duas a três vezes menos divergente que a env, uma vez que esta região codifica duas 
enzimas, a RT e a protease, que se excessivamente mutadas, levariam à ineficiência do 
vírus (Spira, S. et al, 2003). Assim, no caso das amostras em que se observou uma 
ambiguidade nos resultado da subtipagem, a sequenciação do gene env é um passo a 
seguir.  
Como resultado da análise das sequências, também se constatou que em 
infecções não-B parece haver uma maior prevalência de mutações associadas a 
resistências a PIs e NRTIs. Em relação a mutações localizadas em locais aparentemente 
não associados a resistência também se verificou uma maior prevalência de algumas 
delas em infecções não-B que em infecções B.  
O resultado desta caracterização genética vai de encontro com os estudos 
realizados até à data. Os subtipos não-B já têm uma elevada prevalência na Europa 
(Vandamme, A. M. et al, 2004). Determinadas mutações são mais frequentes em 
subtipos não-B que em subtipos B, sendo algumas delas características das variantes 
não-B (Holguin, A. et al, 2002; Perez-Alvarez, L. et al, 2003; Spira, S. et al, 2003; 
Turner, D. et al, 2004).  
A distribuição geográfica dos subtipos do HIV-1 é um processo dinâmico, sendo 
importante a monitorização deste processo, pois dada a variabilidade genética deste 
vírus e dados os processos migratórios da raça humana, é natural que hajam alterações 
nesta distribuição geográfica, bem como surjam misturas de variantes de HIV-1. Já foi 
demonstrado que as variantes não-B têm diferentes padrões de mutações, relativamente 
ao subtipo B, mas ainda são necessários mais estudos para definir se estes padrões 
diferentes têm realmente grande influência na progressão da doença, bem como na 
resposta terapêutica. Daí a importância da caracterização genética do HIV-1 nas 
diferentes regiões do mundo, bem como o cruzamento destes resultados genéticos com a 
resposta terapêutica, principalmente em subtipos não-B. 
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